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1 Einleitung

1.1 Bedeutungder Infektionskrankheiten - ein Uberblick

Infektionskrankheiten stellten in den vergangenen Jahrhunderten der Menschheitsgeschichte
eine stets allgegenwartige Bedrohung dar. Zahllose Seuchen und Epidemien |6schten mehr
Menschenleben aus als viele kriegerische Auseinandersetzungen zusammen. Typhus, Pest,
Pocken oder die Cholera sind nur einige bekannte Beispiele fur Krankheitsbilder, die zu
derartig verheerenden Auswirkungen fuhrten. Fast ein Drittel der Bevolkerung Europas fiel
der grofien Pestepidemie von 1347 bis 1352 zum Opfer. Das Bakterium Yersinia pestis
|6schte in Form des ,, Schwarzen Todes* ganze Stadte und Gemeinden aus.

Die Entwicklung auf dem Gebiet der Infektionskrankheiten sai kurz am Beispiel der
Tuberkulose (TB) skizziert. Die Tuberkulose ist eine der am langsten bekannten
Infektionskrankheiten. Die Entdeckung Pottscher La&sionen an Skeletten bis hin zum
Neolithikum (6000 bis 1.800 v. Chr.) oder an &gyptischen Mumien berechtigen zu der
Annahme, dass die Menschheit schon immer an der TB gelitten hat. Aber erst die letzten 150
Jahre, und vor allem die Identifizierung des spezifischen Erregers durch Robert Koch im Jahre
1882, haben der Tuberkuloseforschung eine wissenschaftliche Grundlage verschafft. Die
Entdeckung potenter Chemotherapeutika, wie Isoniazid (1950), Pyrazinamid (1952) oder
Rifampicin (1960), ermdglichte eine Heilung von bis dahin unbekannter Qualité und
Schnelligkeit. Zudem halfen umfassende hygienische und soziale Massnahmen, beginnend
mit der Meldepflicht bis hin zur Verbrennung kontaminierter Kleidungs- und M 6bel stiicke der
Patienten, die Schwindsucht einzuddmmen. Schliefdlich gelang Calmette und Guérin die
Entwicklung eines attenuierten Lebendimpfstoffes, der seit 1921 eingesetzt wurde (Oury,
1986), so dass man schliefdlich glaubte, die TB besiegen, oder zumindest kontrollieren zu
koénnen. Vor dem Hintergrund dieser und vergleichbarer Entwicklungen bei der Bek&mpfung
anderer Erreger war man in den 60er Jahren des 20. Jahrhunderts der euphorischen Meinung,
die Infektionskrankheiten bald ganzlich besiegt zu haben. ,Das Buch der
Infektionskrankheiten kann geschlossen werden® verkindete William Stewart in dieser Zeit
(Domann, 1997). Entgegen dieser Annahmen fihrten unsachgemél3e Therapie der TB und die
damit verbundene Entwicklung resistenter Tuberkulosestdmme, sowie sozio-6konomische
Probleme, vor adlem in den Entwicklungsdandern, sowie vermehrte Féle von
Immunsuppression infolge des HIV dazu, dass die Tuberkulose immer noch ein globales
Problem darstellt. So werden wir heute mit 1.5 Millionen TB-Toten pro Jahr konfrontiert, und
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fast ein Drittel der Weltbevolkerung (2 Milliarden Menschen) weisen eine latente TB
Infektion auf (WHO Infectious Disease Report 2001).

Waéhrend der Kampf zur Eindémmung der Infektionskrankheiten weiter andauert, sind neue
Bedrohungen in Form von neuen, todbringenden Erregern aufgetaucht, von denen viele oft
weder vermeidbar noch behandelbar sind. HIV/AIDS, das Ebola hdmorrhagische Fieber, die
Legiondrskrankheit oder die Creutzfeldt-Jakob-Erkrankung seien an dieser Stelle erwahnt.
Eine Infektionskrankheiten-Krise globalen Ausmalies bedroht heute die Fortschritte auf den
Gebieten der Gesundheit und Lebenserwartung. Infektionskrankheiten stellen aktuell die
haufigste Todesursache fir Kinder und junge Erwachsene dar. Sie sind jedes Jahr fir mehr als
dreizehn Millionen Todesfdlle verantwortlich, wobei jeder zwete davon in
Entwicklungslandern auftritt und erhebliche soziale und 6konomische Konsequenzen nach
sich zieht. Die Ursachen fur diese aktuelle Situation sind sehr vielschichtig. In dem Mal3e, in
dem die Welt heute zusammenwéchst, steigen auch die damit verbundenen Risiken. So haben
der verstérkte Flug-Reiseverkehr und Massenmigrationsprozesse, sowie eine zunehmende
Impfmudigkeit einen Vormarsch der Mikroorganismen ermoglicht. Auch der Transport von
lebenden Tieren oder Tierprodukten trug Erkrankungen in Gebiete, in denen sie zuvor nie
aufgetreten waren. So ist fur mehr as zwe Drittel der im vergangenen Jahrzehnt neu
aufgetretenen Erkrankungen bekannt, dass sie ihren Ursprung von Tieren, sowohl wilder as
auch domestizierter Art, nahmen (WHO Infectious Disease Report 2001).

Veradnderungen der Lebensgewohnheiten in den Industrieléndern wie der Trend hin zu
okologischen, naturbelassenen und nicht kinstlich veranderten Produkten, der auch den
Verzehr von nicht konservierten Rohmilch-Produkten beinhaltet, gibt pathogenen Keimen wie
Listerien und Enterohdmorrhagische E. coli (EHEC) gute Moglichkeiten, sich ungehindert in
diesen ,,gesunden* Naturprodukten zu vermehren und in der Folge zu schweren Erkrankungen
zu fuhren. Zudem fihren kontaminierte Lebensmittel aufgrund der Grof3produktion in der
L ebensmittelindustrie und der weltweiten Audlieferung nicht mehr nur zu lokalen Ereignissen,
sondern stellen ein globales Problem dar.

Auch die enormen sozialen Probleme in Landern der Dritten Welt (Armut, Untererndhrung,
Hygienemangel, fehlende Erziehung), sowie die Folgen kriegerischer Konflikte mit damit
verbundenen Massenfluchten bieten einen idealen Nahrboden fir eine Vielzahl von
Seuchenerregern. Als Beispiel seien hierfir die Typhus Epidemie in Burundi von 1996 bis
1998, die bis zu hunderttausend Menschen betraf, sowie der Ausbruch der Cholera in
Lateinamerika im Jahre 1991, bei der tUber funfhunderttausend Menschen infiziert wurden
(WHO Infectious Disease Report 2001) genannt. Dartiber hinaus fuhren Infektionen mit
Erregern wie zum Beispiel HIV zu einer deutlichen Einschrankung der individuellen
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Abwehrmechanismen des Wirts, wodurch besonders sogenannte opportunistische
Infektionserreger deutlich an Bedeutung gewonnen haben. Von zentraler Bedeutung ist auch
das vermehrte Auftreten resistenter Bakterienstamme, fur deren Entwicklung der Mensch
durch unsachgemal3en und zu haufigen Einsatz von Antibiotika selbst einen grofRen Teil der
Verantwortung trégt, und die eine Therapie unmdglich machen. Sowohl das zu frihe
Absetzen von Antibiotika durch den Patienten nach subjektiver Besserung as auch eine zu
haufige Applikation kdnnen zu Resistenzentwicklungen fiihren. Auch zum breiten Einsatz
von Antibiotika im Rahmen der Tierzucht und Lebensmittelindustrie konnte ein deutlicher
Zusammenhang zur Entstehung Vancomycin-resistenter Enterokokken (VRE) aufgezeigt
werden (Witte, 1998). So wird dem Futter vieler Masttiere Avoparcin, ein
Glykopeptidantibiotikum, beigefiigt, um das Wachstum der Tiere zu beschleunigen. Die
Resistenz der Enterokokkenisolate aus diesen Tierstéllen richtet sich gegen beide Vertreter der
Glykopeptide, Vancomycin und Avoparcin. Besondere Gefahr geht in diesem Kontext von
sogenannten methicillin-resistenten Saphylococcus aureus Stdmmen (MRSA) aus, die derzeit
nur noch mit Vancomycin zu bekdmpfen sind, und die sich nach Resistenzaustausch mit den
oben genannten VRE zu einem Keim entwickeln kdnnten, der unsin die pra-antibiotische Zeit
zuriickversetzen wirde. Da zudem die Bakterien wesentlich schneller Resistenzen entwickeln
und austauschen kdnnen als die Industrie in der Lage ist, mit hohem finanziellen Aufwand
neue Wirkstoffe zu entdecken und zu produzieren, ist dies zusammengenommen ein wahrhaft
alarmierendes Szenario (Russel, 2002). Es bedarf daher besonderer Anstrengungen, nicht nur
die Prévention von Infektionskrankheiten, sondern auch die diagnostischen sowie
therapeutischen Methoden und Ansétze zu verbessern und um neue Aspekte zu erweitern.
Einfache und kostengiinstige Maf3nahmen sind erstrebenswert, um auch in &meren L&ndern
eine medizinische Versorgung sicherzustellen. Die Grundlagenforschung hilft u.a. bel der
Entwicklung neuer Vakzinen, fir die ein genaueres Verstandnis der Lebensprozesse der
pathogenen Erreger bis auf die molekulare Ebene des Genoms unerlésslichist.

1.2 L. monocytogenes—ein Modell zum Studium der Pathogen-Wirt I nteraktion

Pathogene intrazellulére Bakterien sind weltweit fir ene Vielzahl oft schwerster
Erkrankungen mit erschreckenden Morbiditéts- und hohen Mortalitdtsraten verantwortlich.
Obwohl vielen Vertretern der Gruppe der fakultativ intrazelluldren Erreger eine grof3e
medizinische Bedeutung sowohl bei Erkrankungen des Menschen wie auch des Tieres
zukommt, ist doch die Frage, wie sich diese Organismen an ihre Umgebung anpassen und
Strategien zum Uberleben und zur Vermehrung entwickeln konnten, noch wenig verstanden.
Als Beispiele seien hier Yersinien, Chlamydien, Rickettsien oder Mykobakterien angefihrt.
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Die Untersuchung dieser Bakterien wird durch mehrere Faktoren erschwert. So stellt zum
Beispiel alein schon die Kultivierung solcher, meist anspruchsvoller, Bakterien ein haufiges
Problem dar. Dennoch sind genauere Untersuchungen sowohl der frihen Interaktion dieser
Parasiten mit der Wirtszelle als auch der das intrazellulare Uberleben regulierenden
Virulenzfaktoren und deren Lokalisation innerhalb des Bakteriengenoms besonders
interessant, da sich aus diesen Studien neue Ansétze zur Pravention und Behandlung dieser
Erkrankungen ergeben konnten.

Vor diesem Hintergrund stellt das human- und tierpathogene Bakterium L. monocytogenes in
seiner Eigenschaft as fakultativ intrazelluléares Pathogen heute ein wichtiges Modell zur
Untersuchung vieler Aspekte von Infektionen dar, die durch intrazellulére Erreger verursacht
werden (Chakraborty & Wehland, 1997; Cossart & Mengaud, 1989). L. monocytogenes gehort
zur Gruppe der Gram positiven, nicht-sporenbildenden, regelméldig geformten Stabchen,
wéchst bel Temperaturen von 0 bis 45 °C (Grau & Vanderlinde, 1990) und ist fakultativ
anaerob (Juntilla et al., 1988; Walker & Stringer, 1987). Das Bakterium besitzt die Fahigkeit,
sich bei extremen pH-Werten und hohen Salz-Konzentrationen (10 % NaCl) zu vermehren
(Buchanan & Phillips, 1990; Parish & Higgins, 1989) und zeigt auf Blutagarplatten eine b-
Hamolyse. Die Generationzeiten variieren von 5 bis 7 Tagen bei 0 °C auf Rindfleisch bis zu
52 Minuten bel 45 °C in Tryptic Soy Broth (Petran & Zottola, 1989). Dartiber hinaus erweist
sich L. monocytogenes als Katalase-positiv und Oxidase-negativ, ist peritrich begeif3elt und
zeigt eine herabgesetzte Produktion von Flagellin bei 37 °C (Pedl et al., 1988).

1.3 Taxonomieund natirliches Habitat

Das Genus Listeria wurde erstmals im Jahre 1957 in die grof3e Gruppe der coryneformen
Bakterien aufgenommen (Adler et al., 2001; Rocourt, 1988). Im Jahre 1986 konnte es
eindeutig dem Unterzweig Clostridium zugeordnet werden, zusammen mit den Genera
Saphylococcus, Streptococcus, Lactobacillus und Brochothrix (Ludwig et al., 1985). Diese
phylogenetische Position des Genus Listeria steht im Einklang mit einem niedrigen Guanin
und Cytosin (G+C) Gehalt der DNA (< 40%). Phylogenetische Untersuchungen auf der
Grundlage von 16S rRNA- und 23S rRNA-Sequenzierungen haben gezeigt, dass dieses Genus
aus zwei Abstammungslinien besteht (Abb. 1): eine Linie umfasst L. monocytogenes und die
genomisch eng verwandten Spezies L. innocua, L. ivanovii, L. welshimeri und L. seeligeri,
wahrend L. grayi zu einer zweiten, weiter entfernten Linie zahlt (Boerlin et al., 1991; Collins
et a., 1991; Rocourt, 1988; Rocourt et a., 1992). Diese Struktur des Genus Listeria wurde
auch durch eine Klassifikation auf der Grundlage von Ergebnissen aus Multilocus
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Enzymelektrophoresen (MLEE) bestétigt (Boerlin et al., 1991). Nur zwel Vertreter dieser
Spezies, L. monocytogenes und L. ivanovii, sind potentiell pathogen. Innerhalb der Spezies L.
monocytogenes konnte eine Heterogenitét in Bezug auf das Virulenzpotential gezeigt werden.
So sind nur drei Serotypen, 1/2a, 1/2b und 4b, fir mehr als 90% aller Infektionen mit L.
monocytogenes verantwortlich, auch wenn andere Serotypen, wie 1/2c oder 4a, oft in
kontaminierten Lebensmitteln nachgewiesen werden konnten (Faber & Peterkin, 1991;
Rocourt et al., 1989).

L. ivanovii L. ivanovii

subsp. londoniensis subsp. ivanovii L. grayi

L. seeligeri

L. innocua /X. welshimeri 0-18
L. monocytogenes 4
Escherichia coli K-12

0-05

Abb. 1: Phylogenetischer Stammbaum der Listeria spp. auf der Grundlage von 165-rRNA Analysen

Durch Methoden der molekularen Epidemiologie, wie Pulsfeld Gelelektrophorese (PFGE,
(Brosch et al., 1994), Ribotypisierung, Virulenzgenpolymorphismus (Rasmussen et al., 1995)
und MLEE (Piffaretti et al., 1989), liefien sich die L. monocytogenes Isolate in drel
verschiedene evolutiondre Zweige unterteilen, die mit den Serotypen korrespondieren. So
umfasst der erste Zweig (Serotyp 1/2b und 4b) Stdmme, die fur ale durch Lebensmittel
Ubertragenen epidemischen Erkrankungen des Menschen, sowie auch fir einige Einzelféle
bei Mensch und Tier, verantwortlich sind. Dem zweiten Zweig (Serotyp 1/2a, 1/2c und 3a)
werden klinische Isolate aus Mensch und Tier zugeordnet, die jedoch nie mit einem
epidemischen Auftreten der Erkrankung assoziiert sind. Schliefdlich werden die Stdmme des
dritten Zweiges (Serotyp 4a) fast ausschliefdlich aus tierischen Wirten isoliert (Wiedmann et
al., 1997).

Listeria Spezies sind in der Umwelt weit verbreitet. Sie wurden aus Erdboden, Pflanzen,
Fazes, vergehendem Gemise, Wasserproben, tierischer Nahrung wie frischem und
gefrorenem Gefliigel oder frischem und verarbeitetem Fleisch, Rohmilch Produkten, Kése
sowie aus asymptomatischen menschlichen und tierischen Tragern isoliert (Seeliger & Jones,
1986; Weiss & Seeliger, 1975). Aufgrund dieses ubiquitdren Vorkommens hat L.
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monocytogenes vielfatige Moglichkeiten, in das Umfeld von Lebensmittel produktion und —
verarbeitung zu gelangen.

14 Listeriose- klinisches Bild und Pathogenese

Der erste Fall humaner Listeriose wurde im Jahre 1929 aus Déanemark berichtet (481), wobei
die erste Listeria-Kultur aus dem Isolat eines an Meningitis erkrankten Patienten schon acht
Jahre zuvor in Frankreich gewonnen wurde (Dumont & Cotoni, 1921). L. monocytogenes hat,
ahnlich wie E. coli O157:H7, in den letzten Jahren vor allem durch Infektionen aufgrund von
L ebensmittelkontaminationen fir Aufmerksamkeit gesorgt. Seit 1983 gewann die Listeriose
durch eine Serie von epidemischen Ausbriichen in Nord-Amerika und Europa als wichtige
Lebensmittelinfektion an Bedeutung (Bille, 1990). Erkrankungen nach dem Verzehr
kontaminierter Lebensmittel fordern in den USA jdhrlich mehrere Tausend Todesopfer
(Tauxe, 1997). Zudem bleibt die mit diesem Erreger kontaminierte Nahrung auf3erlich meist
unverandert, so dass dies fur den Verbraucher kaum zu erkennen ist. McLauchlin berichtete
1990 von einer Zunahme von lebensmittelbedingten Infektionen mit L. monocytogenes,
wahrend einige Jahre darauf aus den USA Daten Uber ricklaufige Erkrankungszahlen
vorliegen (Tauxe, 1997). In Deutschland liegt die Inzidenz der Listeriose mit ca. 2 bis 3
vereinzelten Féllen pro Jahr auf eine Million Einwohner sehr niedrig (RKI, 2002). Am
haufigsten sind die Serovare 1/2a, 1/2b und 4b von L. monocytogenes fir diese
Infektionskrankheit verantwortlich (Faber & Peterkin, 1991). Die Inkubationszeit variiert
zwischen wenigen Tagen und mehreren Wochen (Schuchat et al., 1991). Asymptomatische
Tréger konnten durch Erregernachweis im Stuhl mit einem Anteil von 5 — 10 % in der
Bevolkerung identifiziert werden. (Faber & Peterkin, 1991). Das Auftreten einer klinisch
manifesten Listeria Infektion héngt von drei grundlegenden Variablen ab: Erstens von der
Anzahl der mit der Nahrung aufgenommenen Erreger, zweitens von den pathogenetischen
Eigenschaften des jeweiligen Stammes und drittens vom Immunstatus des Wirtsorganismus.
Der Grofdteil aler Infektionen immunkompetenter Personen ohne Risikofaktoren verlaufen bei
Aufnahme einer niedrigen Listerien Dosis inapparent. Neben der zelluldren Immunabwehr
bietet auch das saure Milieu des Magens einen Infektionsschutz (Schlech, 1990). Altere
Patienten sowie Personen mit pradisponierenden Faktoren, die zur Minderung der
zellvermittelten Immunitét fuhren, wie zum Beispiel Krebspatienten (speziell Lymphome), an
dem AIDS Syndrom erkrankte Personen oder auch Transplantationspatienten unter
immunsuppressiver Therapie, sind besonders gefdhrdet. Auch weitere Systemerkrankungen
wie Diabetes mellitus, Herz-, Leber- und Lungenerkrankungen stellen solche Risikofaktoren
dar (Faber & Peterkin, 1991; McLauchlin, 1990; Rocourt, 1996; Rocourt & Brosch, 1992;
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Schuchat et a., 1991). Die klinischen Zeichen einer Infektion mit L. monocytogenes sind in
alen empfanglichen Wirtsorganismen sehr dhnlich. Man unterscheidet zwei grundlegende
Erscheinungsformen: die Listeriose des Erwachsenen und die perinatale Listeriose. In beiden
Fadlen stehen die vorherrschenden klinischen Symptome im Zusammenhang mit einer
generalisierten oder lokalen Entzindung des Zentralen Nervensystems (ZNS). Dieser
Tropismus von L. monocytogenes fur das ZNS l&sst die Listeriose in der Regel zu einer sehr
schweren Erkrankung werden. Die durchschnittliche Mortalitétsrate liegt beim Menschen bei
20 bis 30 % oder hoher, und dies trotz friihzeitiger antibiotischer Therapie. Bei Erwachsenen
ist L. monocytogenes in erster Linie fur eine Septikémie oder fir eine Meningoenzephalitis,
die von schweren Personlichkeitss und  Bewusstseinsverdnderungen  sowie
Bewegungsstérungen und z. T. auch Hirnnervenlédhmungen begleitet sein  kann,
verantwortlich. (Nieman & Lorber, 1980; Schuchat et al., 1991). Fokale Manifestationen
treten gelegentlich nach vorheriger Bakteridmie auf und konnen sich vielféltig in Form einer
Endokarditis, Arthritis, Osteomyelitis, Pleuritis, Pneumonie, Peritonitis, Endophthalmitis,
Cholezystitis oder eines Leberabszesses manifestieren. Jede Fokalinfektion kann nachfolgend
zu einer Sepsis fuhren (Faber & Peterkin, 1991).

Die fetomaternale oder neonatale Listeriose wird nach dem zeitlichen Auftreten der klinischen
Symptome in eine ,early-onset und eine seltenere (10 bis 15 % der Féle perinataler
Infektionen) , late-onset® Form unterteilt. Bei der haufigeren , early-onset” Form treten die
Symptome innerhalb der beiden ersten Lebenstage, spétestens aber innerhalb der ersten
Lebenswoche auf. Eine mitterliche Infektion wahrend der Schwangerschaft kann in jedem
Trimenon auftreten und wird durch die in dieser Zeit reduzierte zellvermittelte Immunitét der
Multter unterstiitzt (Weinberg, 1984). Die Infektion des Feten bei Erkrankung der Mutter muss
jedoch nicht in jedem Fall erfolgen (Cruikshank & Warenski, 1989; Smith et al., 1983). Die
infizierte Mutter zeigt fur gewohnlich einen weitgehend asymptomatischen Verlauf,
gegebenenfalls auch leichte Grippe-ghnliche Symptome wie Fieber, Abgeschlagenheit,
K opfschmerzen sowie Gelenk- und Muskelschmerzen. Die ,, early-onset” Form der perinatalen
Listeriose resultiert meist aus einer von der Plazenta ausgehenden Infektion des Feten bei
Bakteriamie der Schwangeren, wobel sich eine Chorioamnionitis entwickelt (Lorber, 1997,
Schuchat, 1997). Dieser Vorgang wird vermutlich auch durch die lokale plazentére
Suppression der zellvermittelten Immunitét begiinstigt. Ein anderer Infektionsweg besteht
durch aszendierende Erreger aus der Vagina. Auch eine Aspiration von infektitsem
Fruchtwasser trégt moglicherweise zur Pathogenese bei (Redline & Lu, 1987; Schuchat et al.,
1991).

Auf dem Boden einer sich entwickelnden Choriomeningitis kann die Listeriose ab dem
funften Monat nach der Gestation zum Abort fihren. Zudem kann sie sich in Form von Frih-
oder Totgeburten, sowie durch Hautldsionen, schwere Pneumonie, Sepsis oder eine
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generalisierte Infektion des Neugeborenen manifestieren. Im letzteren Fall spricht man auch
von dem Klinischen Syndrom der Granulomatosis infantiseptica, das durch disseminierte
Abszesse in verschiedenen Organen wie Leber, Milz, Lunge und Plazenta charakterisiert ist
(Faber & Peterkin, 1991). Die ,late-onset® Form ist durch ein Auftreten der Krankheit nach
Ablauf der ersten Lebenswoche definiert. Meist zeigt sich hier 1 bis 8 Wochen post partum
das klinische Bild einer Meningitis. Die Pathogenese dieser Form ist noch unklar. Die
Infektion erfolgt hierbel vermutlich Uber eine Aspiration von kontaminiertem matterlichem
Exsudat unter der Geburt oder nosokomial. Die Letalitét liegt bei der spaten Form mit 10-20
% niedriger as bel der ,early-onset Form (15-50 %). L. monocytogenes ist eine der drei
Hauptursachen der bakteriellen Neugeborenenmeningitis (Lorber, 1997; Rocourt & Brosch,
1992; Synnott et al., 1994).

Die sichere Diagnose der Listeriose wird durch den bakteriologischen Erregernachweis mittels
Kultivierung aus physiologisch sterilen Proben (Blut, Liquor, AmnionflUssigkeit) gestellt.
Stuhlproben sind hierflr weniger geeignet, da asymptomatische Trager vorkommen. Die
Immunitdt gegen L. monocytogenes beruht hauptsachlich auf einer T-Zell-vermittelten
Aktivierung von Makrophagen durch Lymphokine. Die humorale Antwort von an Listeriose
erkrankten Patienten richtet sich gegen eine Reihe von Antigenen (LLO, IrpA, ActA und
InlA). Diagnostisch wertvoll ist in diesem Kontext die Tatsache, dass gesunde Personen mit
friherem Kontakt zu L. monocytogenes nur Antikorper gegen LLO und IrpA aufweisen,
wéahrend man bei entsprechenden Personen ohne Erregerkontakt keine der genannten
Antikorper nachweisen kann (Grenningloh et al., 1997).

Als Therapie der Wahl gilt die Kombination eines b-Laktam-Antibiotikums (Ampicillin) und
eines Aminoglykosids (Gentamycin) mit synergistischem Effekt (Boisivon et al., 1990). Diese
Therapie wird entsprechend der Schwere des Krankheitshbildes fir 2 bis 6 Wochen
durchgefiihrt (Gellin & Broome, 1989). Die Mdglichkeit einer Impfung ist nicht gegeben, so
dass der Prophylaxe eine grofe Bedeutung zukommt. Besonders gefahrdeten Personen wird
empfohlen, nur pasteurisierte Milch zu verwenden, Fleisch vor dem Verzehr immer
vollstdndig zu garen und Gemuse sorgféltig zu reinigen (Buchdahl, 1990; Schuchat et al.,
1991). Da kontaminierte Lebensmittel die Hauptinfektionsquelle sowohl fir epidemische as
auch fur sporadisch auftretende Félle der Listeriose sind (Faber & Peterkin, 1991), stellt der
Gastrointestinaltrakt die erste Station fur den Eintritt pathogener Listerien dar. Von dort
dringen die Erreger vermutlich Gber die M-Zellen im Bereich um die Peyer’ schen Plaques in
das Darmgewebe ein (Jensen et al., 1997; Racz et a., 1972) und gewinnen so Anschluss an
das Lymphsystem oder die Blutbahn. Uber diesen Weg gelangen sie iber die mesenterialen
Lymphknoten in Milz und Leber, wo sie von ortsansassigen Makrophagen zu grof3en Teilen
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aus dem Blut gefiltert und eliminiert werden (Dalton et a., 1997). Die Uberlebenden Listerien
vermehren sich primér in den Hepatozyten (Conlan & North, 1992; Cousens & Wing, 2000;
Gaillard et al., 1996; Gregory & Liu, 2000). Von dort erreichen die Erreger auf dem Blutweg
eine Vielzahl von Organen, wobei ihre Fahigkeit, die Blut-Hirn-Schranke sowie die
Plazentarschranke zu Uberwinden, eine zentrale Rolle fur das weitere Infektionsgeschehen
spielt. So sind vor alem die Beteiligung des ZNS und auch die Infektion des Feten Uber die
Plazenta fur das eigentliche klinische Bild der beiden o.g. Formen der Listeriose
verantwortlich. Auch die Fahigkeit von L. monocytogenes, in nicht-phagozytierende Zellen
einzudringen, stellt ein besonderes Kennzeichen fur das erfolgreiche intrazellulére Uberleben
dar (Chakraborty, 1999; Chakraborty & Wehland, 1997). Denn im Gegensatz zu apathogenen
Bakterien sind die pathogenen in der Lage, ihre eigene Aufnahme in die Wirtszelle zu
induzieren. Diese besonderen Virulenzeigenschaften und Pathogenitétsmechanismen von L.
monocytogenes und deren genomische Grundlage stellen ein wichtiges und interessantes Feld
fur weitere Untersuchungen dar.

1.5 Organisation und Evolution der Virulenzgene von L. monocytogenes

Alle bislang bekannten Virulenzgene von L. monocytogenes sind chromosomal codiert, auch
wenn das Vorkommen von Plasmiden innerhalb der Listeria Spezies, z. B. bel L. innocua,
berichtet wurde (Glaser et a., 2001; Perez-Diaz et a., 1982; Poyart-Salmeron et a., 1990).
Diese Virulenzgene sind meist in Form einzelner genetischer Einheiten, sogenannter
Pathogenitétsinseln (PAlS), organisiert. Derartige Strukturen wurden schon fir mehrere andere
Gram negative (Salmonella, H. pylori) und Gram positive (C. difficile, S. aureus) pathogene
Bakterien beschrieben (Hacker & Heesemann, 1997). Diese PAIs haben sich in den Genomen
vieler pathogener Bakterien, vermutlich durch von Plasmiden oder Bakteriophagen initiierte
Transfer- und Rekombinationsprozesse, gebildet. Dieser horizontale Gentransfer, also der
Austausch genetischen Materials zwischen Stdmmen einer Art, aber auch zwischen Bakterien
unterschiedlicher Spezies, Gattungen und Familien, stellt fir die Evolution der Pathogenitat
einen Schlisselmechanismus dar (Blum et al., 1994; Groisman & Ochman, 1996; Hacker &
Heesemann, 1997).
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Abb. 2: Schematische Darstellung des Virulenzgenklusters (vgc, LIPI-1) aus L. monocytogenes. Die in
Grau gehaltenen Gene gehdren zum vgc, wahrend die flankierenden Gen-Loci schwarz dargestellt sind.
Bekannte Transkripte sind durch gepunktete Linien gekennzeichnet (Vasquez-Boland et al., 2001).

Sechs der Virulenzfaktoren, die fiir das intrazelluldre Uberleben von L. monocytogenes eine
wesentliche Rolle spielen (prfA, plcA, hly, mpl, actA und plcB), liegen auf einem 9 kb grof3en
chromosomalen DNA-Abschnitt, der friher als PrfA-reguliertes Virulenzgencluster (vgc)
bekannt war und mittlerweile auch as LIPI-1 (Listeria Pathogenitétsinsel 1) bezeichnet wird
(Vésguez-Boland et a., 2001). Abb. 2 veranschaulicht die physikalische Struktur und
Organisation dieses Genabschnitts. Auch die Internaline (wie z. B. InlA und InIB), denen eine
Schltssalrolle bei der Aufnahme des Erregers in nicht-phagozytierende Wirtszellen zukommt,
sind in Gruppen chromosomal angeordnet (Chakraborty & Wehland, 1997). Diese Proteine
gehoren einer Familie sezernierter Proteine, den internalin related proteins in Listeria
monytogenes, an, von der bislang sieben Vertreter beschrieben wurden (Schubert et al., 2001).
Zwei weitere Gene (irpA, flaR), fur die eine Assoziation mit der Virulenz nachgewiesen
wurde, sind as einzelne Gene auf dem Chromosom organisiert (Sanchez-Campillo et al.,
1995).

Ein tieferes Versténdnis fur die Entstehung solcher PAls bzw. Gengruppen und deren
genauere Lokalisation innerhalb des Genoms der jeweiligen Spezies stellen nicht nur fur die
evolutiondre Infektionsbiologie, sondern auch im Hinblick auf ein besseres Verstandnis der
Genregulation, eine bedeutende Herausforderung fir weitere Untersuchungen dar. Vor diesem
Hintergrund erscheinen die Methoden der strukturellen Genomanalyse, vor adlem die
Genomkartierung und Sequenzierung, sowie der funktionellen Genomik as ein auf3erst
hilfreiches und wichtiges Instrument.
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1.6 Strukturéleund funktionelle Genomik

Schon seit Beginn des 20. Jahrhunderts ist die Erstellung von Karten ganzer Chromosomen
eine zentrale Aufgabe der Genetik. FUr ein besseres Verstandnis der Gene, ihrer Funktion und
ihrer Evolution sind sie sehr wichtig. Lange Zeit wurden diese Karten auf genetischem Wege
angefertigt, indem man sie von Geschlechtskreuzungen ableitete. In den vergangenen zwel
Jahrzehnten hat es die Verbreitung der rekombinanten DNA-Technologie ermdglicht,
molekulare und physikalische Genomkarten zu erstellen. Unterschiedliche DNA-Fragmente
wurden hierbei hinsichtlich ihrer Position auf dem Chromosom angeordnet. Mittlerweile fand
bereits eine Vielzahl physikalischer Kartierungen von Genomen statt; die Spannbreite der
Projekte reicht hierbei von Pflanzen bis hin zum menschlichen Genom. Mehrere Methoden
werden zur Erstellung einer physikalischen Genomkarte eingesetzt, wobei diese Entwicklung
1980 durch eine erste Verwendung von DNA-Sonden zur Identifizierung polymorpher DNA-
Sequenzen ihren Anfang nahm (Botstein et a., 1980). Léngenunterschiede bei DNA-
Fragmenten nach einer Spaltung mit sequenzspezifischen Restriktionsendonukleasen waren
die ersten nachgewiesenen DNA-Polymorphismen dieser Art. Man spricht hier von
Restriktionsfragment-Langenpolymorphismen  (RFLP). Der Einsaiz der Pulsfeld
Gelelektrophorese (PFGE) in Kombination mit dem o.g. Verfahren hat sich a's ein wichtiges
epidemiologisches Instrument zur Aufdeckung von Unterschieden zwischen eng miteinander
verwandten Stdmmen von L. monocytogenes bewahrt. Auf diese Weise konnten einerseits die
phylogenetischen Beziehungen innerhalb dieser Spezies néher untersucht werden (Brosch et
a., 1991; Brosch et al., 1994; Carriere et al., 1991; Howard et a., 1992); andererseits war es
maoglich, Infektionswege nachzuzeichnen und einzelne Infektionsquellen zu identifizieren
(Brosch et al., 1996; Buchrieser et a., 1993). Nach dem Verdau der genomischen DNA stellt
sich aber das Problem, die gewonnenen DNA-Fragmente zu einer vollstandigen
physikalischen Karte zusammenzufiigen. Um dies zu ermoglichen, stehen ebenfalls mehrere
Techniken zur Verfigung. Ein Beispie stellt das sogenannte chromosome walking dar. Bei
dieser Methode wird zur Erstellung einer Genomkarte ein einzelnes kloniertes Fragment
ausgewdhlt. Dies wird als Sonde eingesetzt, mit der sich durch Hybridiserung andere
Uberlappende Klone in der Bibliothek nachweisen lassen. Dieser walking-Schritt, der auf dem
Chromosom in beide Richtungen ablaufen kann, wird viele Male wiederholt. Das Problem
dieser Methode stellen zum eilnen mogliche repetitive Sequenzen innerhalb des Genoms, aber
vor alem der hohe Arbeits- und Zeitaufwand dar. Als Alternativen wurden daher DNA-
Fingerprintinganalysen mit Restriktionsendonukleasen, Hybridisierungen sowie die
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Verwendung von Markern entwickelt. Da diese Methoden ale ihre Grenzen haben, ist man
heutzutage meist bemtht, sie zur physikalischen Kartierung miteinander zu kombinieren
(Primrose, 1996).

Bis heute sind zwei Stdmme von L. monocytogenes, LO28 (Serotyp 1/2¢) und Scott A
(Serotyp 4b), physikalisch kartiert worden (He & Luchansky, 1997; Michel & Cossart, 1992).
Obwohl das Genom von LO28 mit 3,15 Mb eine dhnliche Grofée wie das von Scott A (3,21
Mb) aufwies, zeigten sich doch bedeutende Unterschiede beziiglich der Anzahl und der
Orientierung der durch Makrorestriktion erhaltenen DNA-Fragmente. In beiden Féllen wurde
die genomische DNA der Stdmme unter anderem mit der relativ selten schneidenden
Restriktionsendonuklease Notl verdaut und mittels PFGE aufgetrennt. Die Analyse ergab fir
LO28 acht Notl-Fragmente, wéhrend das Genom von Scott A sich in nur funf Notl-Fragmente
zerlegen lief3. Zudem wurden bekannte Virulenzgene fir beide Stdmme auf unterschiedlichen
Notl Fragmenten lokalisiert, wodurch frihere Untersuchungen mit Hilfe von MLEE bestétigt
wurden, die diese Isolate zwei verschiedenen genomischen Gruppen zuordneten.

Vor diesem Hintergrund steigt das Interesse, mit L. monocytogenes EGD-e einen Vertreter des
Serotyps 1/2a im Hinblick auf seine Struktur und Genanordnung genauer zu analysieren. Da
dieser Stamm zudem als Referenzstamm fir das Projekt der Sequenzierung des Genoms von
L. monocytogenes ausgewahlt wurde, gewinnen diese Untersuchungen zusétzlich an
Bedeutung.

Die Erstellung physikalischer Karten mit einer anschlief3enden genauen Lokalisation einzelner
Gene auf dem Chromosom hat auch im Hinblick auf das Gebiet der funktionellen Genomik
eine grof3e Bedeutung. Vor dem Hintergrund der rasch wachsenden Anzahl an sequenzierten
bakteriellen Genomen steigt das Interesse an deren funktioneller Charakterisierung. Zudem
bieten neue methodische und technologische Entwicklungen zunehmend Maoglichkeiten,
grof3e genomische Bereiche exakt zu manipulieren. Diese konnen anschlief3end gezielt zur
Komplementation eingesetzt werden, um im jeweiligen Wirtsorganismus wertvolle neue
Erkenntnissen Uber deren Funktion und Regulationsmechanismen zu gewinnen. Auch
Pathogenitétsinseln kénnen auf diese Weise genauer untersucht werden, um somit Virulenz in
ihrer Entstehung ndher zu verstehen (Rondon et al., 1999).

Die Klonierung und Kartierung komplexer Genome wurde durch die Entwicklung der BAC-
Vektoren (bacterial artificial chromosome) um eine potentes Werkzeug erweitert. Diese
V ektorsysteme leiten sich von low copy replicons ab, die entweder auf dem F Plasmid von E.
coli (Shizuya et al., 1992) oder dem Bakteriophagen P1 (loannou et al., 1994; Sternberg,
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1990) basieren. Sie kénnen DNA-Fragmente von mehreren Hundert kb aufnehmen und stabil
vermehren und sind als Plamide einfach zu handhaben. Eines der Hauptanwendungsgebiete
des BAC-Systems beinhaltet bislang die Konstruktion von Genbanken unspezifischer
Umweltkeime, um auf diese Weise lokale metagenomische Untersuchungen durchfiihren zu
konnen (Rondon et al., 2000; Suzuki et al., 2001). Zur Klonierung genomischer DNA von
Bacillus cereus wurde ebenfalls ein BAC-Vektor eingesetzt, und die Expression dieser
grofen, heterologen DNA-Fragmente in E. coli erméglichte die ldentifizierung von
antibiotischen und anderen enzymatischen Aktivitdten (Rondon et al., 1999). Schliefidich
wurden BAC-Vektoren unlangst auch erfolgreich als shuttle-System zum Transfer grof3er
DNA-Fragmente zwischen Bakterien Spezies verwendet (Sosio et al., 2001). Allerdings sind
ale bisher verfligbaren BAC-Vektoren lediglich in Gram negativen Bakterien, speziell in E.
coli, einsetzbar. Es wére daher erstrebenswert, die Einsatzmdglichkeiten dieses Systems um
den Gram positiven Bereich zu erweitern, um so die Verfahren der Klonierung,
Sequenzierung und Kartierung mit anschlief3enden funktionellen Genomanalysen in einem
entsprechenden Wirtsorganismus zu kombinieren.

1.7 Zielsetzung

Das Ziel dieser Arbeit sollte eine genauere Untersuchung des Stammes L. monocytogenes
EGD-e 1/2a im Hinblick auf dessen Genomstruktur sowie die Anordnung und Funktion
einzelner Gene sein, die mit der Virulenz dieses Erregers assoziiert sind. Zu diesem Zweck
sollte zunéchst eine physikalische und genetische Genomkarte erstellt werden, auf deren
Grundlage genaue Aussagen Uber die Lagebeziehungen aller bislang bekannten Virulenzgene
von L. monocytogenes EGD-e 1/2a erhalten werden konnten.

Als molekularbiologisches Instrument sollte hierfir die Kombination von Verdaus
genomischer DNA mit selten schneidenden Restriktionsendonukleasen (Notl, u.a.) und einer
anschlief3enden Auftrennung der Fragmente durch Pulsfeld Gelelektrophorese (PFGE)
eingesetzt werden. Die Anordnung der Makrorestriktionsfragmente sollte mit Hilfe einer
erstmalig angewandten Strategie erreicht werden: Durch Klonierung der die
Restriktionsschnittstellen flankierenden Bereiche sollten die Fragmente zu einer vollstandigen
physikalischen Karte zusammengesetzt werden, wobei zur Bestimmung der relativen
Orientierung der Fragmente DNA-Hybridisierungsanalysen genutzt werden. Darliber hinaus
sollten alle bislang bekannten Virulenzgene durch den Einsatz von isogenen Mutanten, die
mit zusétzlichen Notl Schnittstellen in diesen Gen-Loci versehen waren, genau auf dem
Chromosom lokalisiert werden.

Mit Hilfe des BAC-Systems (bacterial artificial chromosome) sollte die Erstellung von BAC-
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1 Einleitung

Genbanken mdglich werden, die 50 — 100 kb grof3e Inserts umfassen.

Vor dem Hintergrund der 0.g. Ergebnisse war es ein weiteres Ziel dieser Arbeit, erstmalig das
Virulenzgenkluster (vgc) von L. monocytogenes EGD-e gezielt as grofies, funktionelles
DNA-Fragment mit seinen flankierenden Bereichen in einen neu zu entwickelnden BAC-
Vektor zu klonieren, der das BAC-System um das Gram positive Spektrum erweitert. In
einem nachsten Schritt sollte dieses vgc-BAC-Konstrukt schliefdlich zur Komplementation des
eng verwandten, jedoch apathogenen, Stammes L. innocua eingesetzt werden. Dieser Ansatz
einer funktionellen Genomanalyse sollte einen tieferen und selektiven Einblick in den Einfluss
der Gene dieser speziellen Pathogenitdisinsel auf einen zuvor apathogenen Organismus
erlauben. Da auf diese Weise Wechselwirkungen mit anderen bekannten Virulenzgenen von
L. monocytogenes ausgeschlossen werden konnten, erscheint die Anwendung dieser Strategie
besonders interessant.
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2 Material und Methoden

21 Materia

2.1.1 Bakterienstdmme

Escherichia coli:

DH10b (Gibco BRL)

Genotyp: F', mcrAD-(mrr-hsdRM S-merBC), f 80dlacZDM 15, DiacX 174, deoR, recAl,
j araD139D(ara, leu)7697, galU, galK, | *, rpsL, endAl, nupG

INVaF" (Invitrogen)
Genotyp: F', endAl, recAl, hsdRI7(r*, m*), supE44, | °, thi-1, gyrA, relA1, f 80,
lacZa DM 15 D(lacZY A-argF), deoR+

Listeria spp:
Listeria monocytogenes EGD-e 1/2
Listeriainnocua 6 NCTC 11288

Listeria monocytogenes-Deletionsmutanten

Bezeichnung Herkunft
PprfABox(inlAB) A. Darbouche
DactA-plcB A. Darbouche
DinlFDE A. Darbouche
DirpA3 Domann et a. (1997)
DflaR E. Busch (1998)
PprfABox(inlAB)DinlFDE A. Darbouche
DactA-plcBDinlFDE A. Darbouche
PprfABox(inlAB)DactA-plcB A. Darbouche

PprfABox(inlAB)DactA-plcBDinlFDE diese Arbeit

2.1.2 Plasmide und Oligonukleotide
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Vektoren

PGATA QanTox™
pCR-Blunt

pPCR 2.1-Topo
pCR-XL-TOPO
pSOG7

PAUL-A
pBeloBAC 11
pUVBBAC

Rekombinante Plasmide

Her kunft

Quantum Biotechnologies
Invitrogen

Invitrogen

Invitrogen

Otten, S. (2001)

M. Hartl

Shizuya, H. et al. (1992)

diese Arbeit (Accession Number AJ509853, EMBL)

Rekombinantes Plasmid Vektor Insert Herkunft Applikation
pUvBNotl-1 pGATA 1,0kb diese Arbeit Klonierung
pUvBNOotl-2 pGATA 1,2kb diese Arbeit Klonierung
pUvBNotl-3 pGATA 1,1kb diese Arbeit Klonierung
pUvBNotl-4 pGATA 1,1kb diese Arbeit Klonierung
pUvBNOotl-5 pGATA 1,6 kb diese Arbeit Klonierung
pUvBNotl-6 pGATA 500 bp diese Arbeit Klonierung
pUvBNotl-7 pGATA 700 bp diese Arbeit Klonierung
pUvBNotl-8 pGATA 800 bp diese Arbeit Klonierung
pUVvBBAC(vgcl) pUVBBAC 96.6 kb diese Arbeit Klonierung
pUVBBAC(vgc2) pUVBBAC 84,5 kb diese Arbeit Klonierung
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Oligonukleotide

Name 5-3"-Sequenz Position Notiz

Ul GATGTCCCACCTAACGATATCGTCGCGGG inlAB, DprfABox

uz2 CCCTAATCTATCCGCCTGAAGCGTTG 1793-1768 inlAB, DprfABox

U3 CGGATCCAGAATTTAGTTCCGCAGTGG DactA-plcB

U4 (EcoRl) ATAACGGAATTCTAATGGTCACTG DactA-plcB (EcoRl)

us CTGACGGCGTAGATCTAATGGGTTAC extern DinlEDE

ue AATAGCAGCAAGATCTCAATCGCATTC extern DinlEDE

U7 (Bgll) TAGCTATGCGTTAGATCTCGGAGCCGGGGACT DirpA3 (Bglll)

us GCAACAAGCACTAGATCTAGATTAGCCT DirpA3 (Bglll)

U9 ATCCCAAGAAGTTGGTGTAGC DflaR

u10 ATCCAATTCTTAGTAAGATAG DflaR

U11 (Xhol) AATTCCTCGAGTGTAGAAGGAGGGTGAAACC Hly (Xhol)

U12 (BamHI) CGGGATCCCGTGTGGGAACTAAATTATACG Hly (BamHI)

ui13 CGTAAGTGTTCGTGATGCAGCTTATG extern vgc, plcB

Ul GGAGTTAGAGCAGTTTTG extern vgc

uils TCCCAAGGCTATAAAGAAGTTTC plcB (Dorf Z22)

ui16 CGACTATCACTAAACTGG upstream der
inlFDE-Notl-site

ul7 CAGTCATCTTGGTCTACG

uis TCAATGGCTTGGCTTCTG downstream der
inlFDE-Notl-site

u19 ACGCTCTTAGCAATGTGG

u20 AAGATGTCCCACCTAACG upstream der
prf ABox-Notl-site

u21 TCAATGGCATAGGCGACG
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Name 5-3"-Sequenz Position Notiz

U22 (Xhol) AATTCCTCGAGTGGTGAACCAAAGTGAAACC Xhol

U23 (Xhol) AATTCCTCGAGAATTTCACACAGGAAACAGC Xhol

U24 (Xhol) AATTCCTCGAGCGATCACTCATCATGTTC Xhol

uz25 GCAAGCTACCTGAAATGCTG Sequ. in pGATA
T7 TAATACGACTCACTATAGGG NEB

SP6 ATTTAGGTGACACTATAG NEB

2.1.3 Chemikalien, Enzyme und Antikor per

Die verwendeten Chemikalien, Enzyme und Antikorper wurden von den Firmen Amersham-
Buchler, New England Biolabs (NEB), Bio-Rad, Boehringer Mannheim, Dianova, Difco,
Fermentas, Fluka, Gerbu, Gibco BRL, Merck, Oxoid, PAA Laboratories, Pharmacia, Riedel

de Haen, ICN, Roth, Serva und Sigma bezogen.

Antikor per
M275 (monoklonal, Hly-spezifisch): K. Niebuhr-Ebel
N81/N111 (monklonal, ActA-spezifisch): K. Niebuhr-Ebel

2.1.4 DNA-GroRenstandard

1kb-Leiter (Gibco BRL):

12,2; 11,2; 10,2; 9,2: 8,1; 7,1: 6,1; 5,1: 4,1;: 3,1; 2,0; 1,6; 1.0; 0,5; 0,4; 0,34;: 0,3; 0,22; 0,2;

0,16; 0,13; 0,08
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Y east Chromosome PFG Marker (New England Biolabs):
1900, 1640, 1120, 1100, 945, 915, 815, 785, 745, 680, 610, 555, 450, 375, 295, 225 kb

Lambda Ladder PFG Marker (New England Biolabs):
1018,5; 970,0; 921,5; 873,0; 824,5; 776,0; 727,5; 679,0; 630,5; 582,0; 533,5; 485,0; 436,5;
388,0; 339,5; 291,0; 242,5; 194,0; 145,5; 97,0; 48;5 kb

Low Range PFG marker (New England Biolabs):
194,0; 145,5; 97,0; 48,5; 23,1; 9,42; 6,55; 4,36; 2,32; 2,03; 0,56; 0,13 kb

2.1.5 Protein-GroRenstandard

Prestained SDS Marker™ (Bio-Rad)

2.1.6 Anzuchtmedien

Listeria spp.

BHI (GibcoBRL): 38gBHI, ad 11 ddH,O fUr die Anzucht auf Agarplatten
BHI (Difco): 37gBHI,ad 11| ddH,0O zur Kultivierung in Flissigmedium
E. coali

LB: 10 g Casein Hydrolysate (Pepton No.140), 5 g Y east-Extract, 10 g NaCl, ad 1 | ddH,0

Genbankmedium: 10 g Trypton, 5 g Hefe, 5 g NaCl, 6.3 g, K:HPO,, 1,8 g KH2PO,,
0,45 g Tri.Na-Citrat, 0,09 g MgSO, 7 H,0, 0,9 g (NH,) 2SO,
44 g Glycerinad 1 Liter ddH,0

Um Agarplatten herzustellen, werden 15 g Agar in 1 | des entsprechenden Mediums einge-
wogen und autoklaviert. Nach dem Abkuhlen auf 50°C kénnen Antibiotikastammlésungen
zugegeben und die Platten gegossen werden.
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DM 3 Regener ationsplatten: Fusogen:

200 ml 5% Agar 40 g PEG 6000
500 ml 1 M Bernsteinsaure 50 ml 2x SMM
100 ml 5 % Casein Hydrolysate (Gibco BRL) ad 100 ml ddH,O
60 ml 10 % Y east Extract (Gibco BRL) pH 6,8

100 ml K2HPO4 (3, 5 %)/KH2PO4 (1,5 %) autoklavieren

10 ml 50 % Glucose
20 ml 1 M MgCl,
10 ml 5% BSA (kurz erwérmen)

Alle Einzelkomponenten fir DM3 Regenerationsplatten werden getrennt autoklaviert, vor
Gebrauch auf 50°C erwarmt und zusammenpi pettiert. Unmittelbar vor dem Gief3en der Platten
wird Erythromycin (Endkonzentration 5 pug/ml) hinzugegeben.

2.1.7 Losungen und Puffer

Antibiotikastammldsungen:

Ampicillin: 100 mg Ampicillin-Natriumsalz (Sigma), 1 ml MQ-HO, sterilfiltrieren,
bei —20°C lagern

Erythromycin: 50 mg Erythromycin (Sigma), 1 ml 96 % EtOH,
bei —20°C lagern

Chloramphenicol: 20 mg/ml Chloramphenicol (Sigma),
bei -20 °C lagern

Standar dpuffer:

1xTE: 10 mM TrigHCl; 1 mM EDTA, pH 8,0
10x TBE: 108 g Tris; 55 g Borsaure; 20 ml 0,5M EDTA, pH 8,0
10xTBS:  0,2M Tris; 1,37 M NaCl, pH 7,6
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10 x PBS: 80 g NaCl; 2 g KCl; 7,6 g NagHPO,4 x 2 H,0; 2 g KH2POy4; ad 1 | ddH-0,
pH 7,4 mit NaOH

Puffer flr Pulsfeld-Gelelektrophorese:

TEN Zellwésche-Puffer: 0,1 mM Tris-HCI; 0,1 M; 0,15 M NaCl, pH 8,0
EC Blockchen-Puffer: 6 mM Tris-HCI; 1 M NaCl; 0,1 M EDTA, pH 8,0
Lysepuffer: 6 mM TrissHCI; 1 M NaCl; 0,1 M EDTA,;
0,5 % Natrium-Desoxycholat; 1,0 % N-Lauroylsarkosin, pH 8,0
Deproteinisierungspuffer:  0,5M EDTA, pH 8,0
TE Lagerungspuffer: 10 mM Tris-HCI; 5mM EDTA, pH 7,5

Agarosen fur Pulsfeld Gelelektrophor ese:

PF-Certified Agarose (Bio-Rad)
InCert FMC Low Melting Agarose (Biozym)

Ethidium-Bromid Bad:

2,5 mg Ethidium-Bromid werden auf 1 Liter 0,5 X TBE-Laufpuffer gegeben und in einer
lichtgeschiitzten Plastikschale bel RT aufbewahrt.

2.1.8 Gerdte

Gerat Firma

ALFexpress Pharmacia

Autoklav Wolf

Bildverarbeitung Mitsubishi

Blotkammer Eigenbau der Institutswerkstatt
Brutschrank Forma Scientific, Inkubator 3250
Dreh- Schiittel apparat Rettberg

DRIl CHEF Mapper Bio-Rad

Eismaschine |cematic FOO Compact Eletronic

Elektrophoresekammer fir Biometra, Phase
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Proteingele
Elektrophoresekammer fir
Agarosegele

Feinwaage

French Press
Gefriertruhen

GeneQuant

Gene Pulser Elektroporationsgerét

Hybridisierungsofen

I nkubations-Wasserbad
Kamera

L aborzentrifugen
Leuchttisch
Magnetrihrer

MegaBA CE 2000
Mikroskop
Mikrowellenofen
Multipipette

pH-Meter

Photometer

Pipetten

Plattiergerét
Reinstwassersystem
Sorvall-Zentrifuge
Spannungsgeréte
Speedvac-Konzentrator
Sterilbank

Stereoskop
Thermocycler
Thermomixer
Tischinkubator/Thermoblock
Tischzentrifuge/Picofuge
UV-Lampe
UV-Transilluminator
Vortex

Waagen

Wasserbader

Eigenbau der I nstitutswerkstatt

Mettler H54

SLM AMINCO

Heraeus

Pharmacia

Bio-Rad

Biometra

Digitherm

Nikon

Heraeus, Biofuge 15, 15R, Megafugel.OR
Ewem-Janus

Ikamag, RCT

Amersham Bioscience

Zeiss, Standard 25

Moulinex

Matrix, Independent 6-Kanal

Knick

Pharmacia, Ultrospec 3000

Gilson

BioSys, Autoplate 3000

Seral

Du-Pont de Nemours, Superspeed RC2-B
Pharmacia MultiDrive XL, Consort E455 und E865
Bachofer

Karl Bleymehl

Zeiss, 1003

Perkin Elmer, GeneAmp PCR System 2400 & 9700
Eppendorf, Comfort

Eigenbau der Institutswerkstatt

Tomy Kogyo

Camac

Micro Bio Tec Brand

Janke & Kunkel, Ika Vibrofix VF1
Mettler

GFL, Infors
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2.1.9 Computerprogramme

MAP 98, LASERGENE, SigmaPlot, HUSAR, CorelDRAW, MS Office, WinCam 2.2
(Cybertech, Berlin), DNAStar, Clone-Manager

28



2 Material und Methoden

2.2 Methoden

2.2.1 Bestimmung von Nukleinsduren

Die Qualitét von isolierten Nukleinsauren wird durch die spektrophotometrische Messung bel
260 nm und 280 nm bestimmt. Der gemessene Wert bei 260 nm erlaubt die Kalkulation der
Nukleinsaure in der Probe. Eine OD von 1 entspricht ungefahr 50 pg/ml doppel strangiger
DNA. Das Verhdtnis des gemessenen Wertes ODyg/OD2go l&sst Rickschlisse auf die
Reinheit der Nukleinsdure zu. Der optimale Werte fur die DNA-Reinheit ist ein Verhdltnis
von 1,8. Die Nukleinsdure wird unverdinnt bzw. 1:10 verdinnt und gegen den Leerwert
gemessen.

2.2.2 Automatische Sequenzierung mit dem AL Fexpress

Das automatische Sequenziergerdt ALFexpress von Pharmacia dient zur Bestimmung der
Basensequenzabfolge von DNA-Molekilen. Das Detektionssystem beruht auf einem Helium-
Neon-Laser (633 nm). Der Laser regt DNA-Molekile zur Fluoreszenz an, die mit dem
Carbocyaninfarbstoff Cy5 markiert sind. Diese markierten Molekile werden mit einem 6 %
PAA-Sequenziergel elektrophoretisch aufgetrennt. Das Fluoreszenzsignal wird von einer
Photodiode aufgenommen und von einer Analysesoftware ausgewertet.

2.2.2.1 Sequenziergel und Laufparameter

Fir die Sequenzierung der DNA-Molekile wurde ein 6 % Sequenziergel ( FMC, HydroLink-
LongRanger) hergestellt und die Elektrophorese mit 0,5 x TBE-Laufpuffer bel 1500 V,
60 mA, 25 W, sampling intervall von 2 bel 55 °C fur 800 min. durchgefihrt.

2.2.2.2 Sequenzierung von Plasmiden und DNA-Fragmenten mit markierten Primern

Die Sequenzierung von Plasmiden und DNA-Fragmenten mit markierten Primern wurde mit
dem ,Thermo Sequenase fluorescent labelled primer cycle sequencing kit with 7-deaza
dGTFP* von Amersham durchgefiihrt. Diese zyklische Sequenziermethode hat den Vortelil,
dass mit einer hitzestabilen DNA-Polymerase eine lineare Vermehrung der Ziel-DNA
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stattfindet. Dazu sind als VVorziige der Methode der Einsatz von geringen Mengen an Plasmid,
Cosmid oder PCR-Produkten durch Amplifikation der Ziel-DNA und die gute Auflésung von
GC-reichen- und AT-reichen-Kompressionen durch die zyklische Denaturierung, Anlagerung
und Vermehrung bel hohen Temperaturen zu nennen.

Reaktionsbedingungen:

1) 5min. 95°C (first delay)

2) 30 sek. 98°C (Denaturierung)

3) 40 sek. 60°C (Hybridisierung)

4) 5min. 60°C (last delay)

Die Schritte 2 und 3 werden insgesamt 25 x wiederholt.

Im Anschluss an die Sequenzierreaktion werden zu jedem einzelnen Ansatz 5ul -
Sequenzi erauftragspuffer gemischt und bei —20°C eingefroren.
Die Sequenzierung wird wie in der Anleitung des Herstellers beschrieben durchgefhrt.

2.2.3 Automatische Sequenzierung mit dem MegaBACE 2000

Die Sequenzierung mit Hilfe des Kapillar Sequenzierers MegaBACE 2000 erfolgte
entsprechend der Angaben des Herstellers.

2.2.4 Herstellung von Deletionsmutanten

Die Deletion von Genen oder Genabschnitten auf chromosomaler Ebene ermoglicht die
Untersuchung zur Funktion dieser Gene oder Genabschnitte im direkten Vergleich mit denim
Wildtyp vorliegenden intakten Genen. Die folgenden Methoden erlautern die
Vorgehensweise, wie Deletionsmutanten von L. monocytogenes hergestellt werden.
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2.24.1 Isolierung und Reinigung genomischer DNA aus Listeria spp.

GES-Reagenz:. 5 M Guanidiumthiocyanat/GDTC (Sigma)

100 mM EDTA (Stock: 0,5 M in ddH0, pH 8,0)

0,5 % (v/v) Sarcosy! (Fluka, Stock: 10 %)

Zur EDTA-Stockldsung wird das abgewogene GDTC gegeben und durch Erwdrmen bel 65°C
gel6st. Hiernach wird zu der abgekihlten Lésung das Sarcosyl zugefigt, mit ddH,0 aufgefullt
und bel RT lichtgeschiitzt gelagert.

20 ml einer Listerien-UN-Kultur (BHI-Medium von Difco, 37°C, ODgy = 2,0) werden in
sterile Reaktionsgefal3e (1,8 ml) zu 1,5 ml-Aliquots aufgeteilt und bei 4000 rpm, 5 min. bei
RT zentrifugiert. Der Uberstand wird verworfen und das Bakterienpellet in 0,5 ml 0,85 %
NaCl-Losung (in ddH20) resuspendiert. Die Bakterien werden bei 1200 rpm, RT fir 5 min.
pelletiert, der Uberstand verworfen und in je 100 pl Lysozym (50 mg/ml in 1 x TE-Puffer)
aufgenommen. Nach der Inkubation bei 37°C fur 30 min. und bel RT fur weitere 5 min.
werden je 1 pl RNase-DNase frel (10 U/ul; Roche Diagnostics) hinzugegeben und wieder 5
min. bei RT inkubiert. Die Lyse der Bakterien erfolgt durch Zugabe von je 0,5 ml GES-
Reagenz, finfmaligem vorsichtigen Invertieren und Inkubation bei RT fir 5 min. Die Proben
werden dann 2 min. auf Eis gestellt, je 250 pl kaltes 7,5 M NaAcetat (in ddH.0)
hinzugegeben, durch viermaliges Invertieren gemischt und wiederum fur 10 min. auf Eis
gestellt. Zur Extraktion werden anschlief3end je 0,5 ml Phenol/Chloroform/ Isoamylalkohol
(25:24:1) dazugegeben und die Proben 15 min. invertiert. Die obere, wéssrige Phase wird
nach der Zentrifugation (14000 rpm, 4°C, 15 min.) mit abgeschnittenen Pipetten-Spitzen (um
eine Scherung der chromosomalen DNA zu vermeiden) in jeweils ein neues Reaktionsgefald
(1,5 ml) Gberfihrt. Zur Prézipitation wird zu jeder Probe 0,5 ml Isopropanol gegeben, das
Reaktionsgefald in horizontale Lage gebracht und 1-2 min. vorsichtig gedreht, wobel die
ausfallende DNA als Schlieren sichtbar wird. Dann wird vorsichtig invertiert bis Luftblasen in
der Lésung aufsteigen. Anschlief3end wird das Reaktionsgefald fir ca. 5 sec kréftig geschittelt.
Die ausgefallene DNA wird als Knduel sichtbar. Die Proben werden bei 14000 rpm, 4°C fir 5
min. zentrifugiert, der Uberstand verworfen und die DNA-Pellets vorsichtig 5 x mit 1 ml
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kaltem 70 % EtOH gewaschen. Das Pellet wird im Speed-V ac-Konzentrator getrocknet und in
je 100 pl 1 x TE-Puffer UN bei RT gelost.

2.2.4.2 Amplifizierung von DNA-Fragmenten mittels Expand PCR-System High
Fidelity von Roche Diagnostics

Die Polymerasekettenreaktion (PCR) ist ein zyklisches Verfahren, bei dem sich in jeder neuen
Runde die Anzahl der DNA-Kopien verdoppelt. Man trennt die Strange der Ziel-DNA durch
Erhitzen und kihlt die Reaktion anschlief3end ab, damit sich die Primer spezifisch an die
Zielregion anlagern konnen. Eine hitzestabile DNA-Polymerase verlangert die Primer
(Oligonukleotide), wenn alle vier dNTPs, im entsprechenden Reaktionspuffer vorliegend,
vorhanden sind. Es entstehen ab dem vierten Zyklus exponentiell Kopien der Zielregion. Das
Expand PCR-System zeichnet sich besonders durch seine hohe Kopiergenauigkeit bei der
DNA-Amplifikation von PCR-Produkten bis zu 10 kb aus. Dafir ist ein Enzymmix aus Tag-
Polymerase (hohe Amplifikationsrate) und Pwo-Polymerase (hohe Kopiergenauigkeit)
verantwortlich. Die DNA-Amplifikation wird wie in der Anleitung des Herstellers
beschrieben durchgefuhrt.

2.2.4.3 Agarose-Gelelektrophorese von DNA-Fragmenten

Auftragspuffer: 0,25 % Bromphenolblau

25 % Ficoll (Typ 400, Pharmacia)

in ddH,0 ldsen, bei RT lagern

In Agarose-Gelen unterschiedlicher Konzentrationen lassen sich DNA und RNA-Molekile in
einem GrofRenbereich zwischen 0,5 kb und 20 kb im elektrischen Feld auftrennen.

Fir ein 0,8 % Standardgel werden 0,8 g Agarose (Gibco BRL) durch Aufkochen in einem
Mikrowellengerédt in 100 ml 1 x TBE-Puffer geldst. Wenn sich die Lésung auf Handwéarme
abgekthlt hat, werden 5 pl Ethidiumbromid (10 mg/ml, Roth) hinzugegeben und in die
Gelkammer gegossen. Nach 30 mindtigem Auspolymerisieren des Gels kann es in die
Elektrophoresekammer mit 1 x TBE Laufpuffer gelegt werden. Die DNA-Proben werden mit
5 ul Auftragspuffer gemischt und aufgetragen. Die Elektrophorese erfolgt bei 150 V, 500 mA
far 1 h.
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2.2.4.4 Aufreinigung von DNA-Fragmenten mit dem Qiaquick PCR Purification Kit
der Firma Qiagen

Der Qiaquick PCR Purification Kit dient zur schnellen Aufreinigung von DNA-Fragmenten
(PCR-Produkte) aus einer PCR-Reaktion. Das Prinzip des Qiaquick PCR Purification Kit
beruht auf der Bindung der durch ein chaotropes Salz geféllten PCR-Produkte an eine feste
SilicaaMatrix. Die gebundenen PCR-Produkte werden durch Wasch- und
Zentrifugationsschritte von Proteinen, Primern, Nukleotiden und Salzen getrennt und mit MQ-
H,O oder 1 x TE-Puffer von der SilicaMatrix eluiert. Die Aufreinigung wird wie in der
Anleitung des Herstellers beschrieben durchgefhrt.

2.2.4.5 Verdau und Phenolextraktion von DNA-Fragmenten

10 x TA-Restriktionspuffer: 330 mM Tris-Acetat, pH 7,9

660 mM KAc, pH 7,5

100 mM MgAc

5SmM DTT

1 mg/ml BSA

Restriktionendonukleasen ermdglichen aufgrund ihrer spezifischen Erkennungssequenz, DNA
zu schneiden. Sie arbeiten al's molekulare Scheren und helfen, DNA-Molekile zu analysieren
und in Vektoren zu klonieren.

Fur einen Standard-Restriktionsansatz werden 200-300 ng DNA, 5-10 U Restriktionsendo-
nuklease und 2 pl 10 x Puffer (TA-Puffer oder der vom Hersteller mitgelieferte
enzymspezifische Puffer) in einem Gesamtvolumen von 20 pl zusammenpipettiert. Der
Ansatz wird 2 h bei der fir das Restriktionsenzym entsprechenden Temperatur verdaut.
Manche Restriktionsendonukleasen lassen sich bei 65°C innerhalb von 10 min.
hitzeinaktivieren, wodurch der Verdau wirkungsvoll abgestoppt wird. Der Restriktionsansatz
wird anschlief3end im Agarosegel nach elektrophoretischer Auftrennung analysiert.
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Restriktionsansétze sind nach dem Verdau fir weitere molekularbiologische Anwendungen
von Restriktionsenzymen und Salzen aufzureinigen. Dazu wird eine Phenolextraktion
durchgefiihrt. Der Ansatz wird mit einer Suspension aus Roti-Phenol (Roth)/Isoamylakohol
(1:1) gemischt und bei 13000 rpm fur 3 min. bei RT zentrifugiert. Die obere wéasserige Phase
wird vorsichtig abgenommen und mit 2,5 Volumen absolut EtOH, 0,1 Volumen 3 M NaAc,
pH 4,5 fur 30 min. bei -20°C préazipitiert. Nach einer Zentrifugation bel 4°C, 15000 rpm, 15
min. und einmaligem Waschen mit 70 % EtOH kann das unter Vakuum getrocknete DNA-
Pellet in einem beliebigen Volumen MQ-H,0 aufgenommen werden.

Der aufgereinigte Restriktionsansatz wird anschlief3end im Agarosegel analysiert.

2.2.4.6 Dephosphorylierung des Klonierungsvektorsund Ligation der DNA-Fragmente

Ein durch Restriktionsspaltung mit einem Enzym geschnittener und somit linearisierter
Vektor wird zunéchst durch eine Phenolextraktion (Kap. 2.2.4.5) aufgereinigt. Der so
aufgereinigte Vektor wird mit einer alkalischen Phosphatase modifiziert, damit der Vektor
nicht durch die DNA-Ligationsreaktion rezirkularisiert wird. Dabei werden die 5'-
Phosphatenden des linearisierten Vektors entfernt, die fir die Katalyse der Rezirkularisierung
notwendig sind.

5 pl des aufgereinigten Vektors werden mit 2 pl 10 x CIP-Puffer (Roche Diagnostics), 1 pl
(AU/ul) CIP (calf intestinal alkaline phosphatase, Roche Diagnostics) und 12 pl MQ-H>O
versetzt. Der Ansatz wird fur eine Stunde bei 37°C im Thermoblock inkubiert. Durch Zugabe
von 2 pl EGTA (200 mmol/l) und Erhitzen auf 65°C fur 10 Minuten wird die Reaktion
gestoppt. Ein entsprechender Roti-Phenol/Isoamylakohol-Ansatz (1:1) wird far 1 min. auf 65
°C erwarmt und dem gestoppten Reaktionsansatz zugefihrt. Fir weitere 90 Sekunden wird
bei 65°C inkubiert und ale 30 Sekunden das 1,5 ml Reaktionsgefald geschnipst. Durch
erneutes Phenolisieren wird die Phosphatase entfernt.

In einer Ligation werden zwei getrennte DNA-Strénge miteinander verknlpft, die vorher mit
Restriktionsenzymen behandelt wurden. Die Ligase verbindet die OH-Gruppe am 3'-
Strangende mit einer Phosphat-Gruppe am 5-Strangende. Das Enzym wird durch ATP
adenyliert und adenyliert daraufhin selbst das endstéandige 5 -Phosphat der Verbindungsstelle,
wodurch es Uber einen nukleophilen Angriff eine Phosphodiesterbindung ermdglicht.

Fir eine Ligationsreaktion werden die beteiligten Partner (vorbereiteter Vektor und DNA-
Fragment) im Verhdtnis 1:3 gemischt. Fur ein Gesamtvolumen von 20 pl werden 4 pl 5 x
Ligationspuffer (Gibco BRL) und 1upl (1U/ul) T4 DNA Ligase (Gibco BRL) zum
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Reaktionsansatz gegeben. Die Ligation erfolgt bei 14°C tGber Nacht im Wasserbad und kann
anschlief3end zur Transformation eingesetzt werden (Kap. 2.2.4.8).

2.2.4.7 Klonierung von DNA-Fragmenten mit dem pCR-XL-Topo Cloning Kit von
Invitrogen

Mit dem pCR-XL-Topo Cloning Kit kénnen PCR-Produkte mit 3 -A-Uberhdngen innerhalb
von 5 min. bel RT direkt in den 5-T-Uberhange tragenden pCR-XL-Topo Vektor kloniert
werden. Der Kit hat die Besonderheit, dal? keine Ligase bei der Verknipfung von PCR-
Produkt und Vektor benutzt wird. Der linearisierte Vektor wird durch die an seinen 3'-T-
Uberhéngen bindende Topoisomerase aktiviert, die nach der Ligation des PCR-Produktes mit
dem Vektor von der DNA dissoziiert.

Die PCR-Produkte, die bei der Expand-PCR entstehen (Kap. 2.2.4.2) enthalten aufgrund des
verwandten Enzymmixes zu 50 % glatte und zu 50 % klebrige Enden. Fur die glatten Enden
ist die Pwo-DNA-Polymerase verantwortlich. Die klebrigen Enden der PCR-Produkte
entstehen durch die Fahigkeit der Tag-DNA-Polymerase, ein Adenosintriphosphat an das 3'-
Ende der PCR-Produkte anzuhéngen. Fur den Cloning-Kit kénnen die Amplifikate aus der
Expand-PCR verwendet werden. Die Klonierung wird wie in der Anleitung des Herstellers
beschrieben durchgefuhrt.

2.2.4.8 Transformation in E. coli

Her stellung von ultra-kompetenten E. coli Zellen nach Inoue (1990):

SOB-Medium: 2 % Bacto Tryptone
0,5 % Bacto Y east Extract
10 mM NaC1
2,5mM KCI
10 mM MgCl,
10 mM MgS0,
pH 6,7-7,0

TB: 10 mM Pipes
55 mM MnCl,
15 mM CaCl,
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250 mM KCl
pH 6,7

Zunéchst wird die benttigte Menge fir 10 mM Pipesin 800 ml MQ-H,0 gel6st. Der pH-Wert
von 6,95 wird mit 15-20 ml KOH (1 M) eingestellt. Jedes Salz wird einzeln hinzugegeben und
mit MQ-H,0 auf 1| aufgefillt. Der Puffer wird sterilfiltriert und bei 4°C gelagert.

10 ml SOB-Medium, in einem 100 ml Erlenmeyerkolben, werden mit dem gewtnschten
Stamm (10 pl aus Glycerinkonserve) beimpft und 14 h bei 37°C im Wasserbad inkubiert. Am
nachsten Tag wird diese UN-Kultur 1:50 in SOB-Medium (250 ml) verdiinnt und im 1000 ml
Erlenmeyerkolben bei 18°C im Wasserbad inkubiert, bis eine ODgy von 0,6 erreicht ist. Die
Kultur wird in sterilen GS3-Zentrifugenbecher Uberfihrt und 10 min. auf Eis abgekihlt. Nach
einer Zentrifugation (2500 g, 4°C, 10 min. ) wird das Pellet in 80 ml eiskaltem TB vorsichtig
resuspendiert und erneut 10 min. auf Eisinkubiert. Die Zellen werden wiederum durch Zentri-
fugation bei 2500 g, 4°C, 10 min. pelletiert; der Uberstand wird vollstandig entfernt und die
Zellen werden in 20 ml eskatem TB aufgenommen. Es werden 1,4 ml DMSO
(Endkonzentration 7 %) zupipettiert und der Ansatz wieder 10 min. auf Eis stehengelassen.
Die kompetenten Zellen werden zu 500 pl aliquotiert, sofort in flissigem Stickstoff
eingefroren und bel —80°C bis zu einem halben Jahr lang gelagert.

Hitzeschocktransformation in kompetente E. coli Zellen nach Hanahan (1991):

SOC-Medium: 2 % Bacto Tryptone
0,5 % Bacto Y east Extract
10 mM NaC1l
2,5mM KClI
10 mM MgCl;
10 mM MgS0,
20 mM Glucose

Ein Volumen von 100 pl kompetenten E. coli (DH10b, DH5a oder INVaF') wird mit dem
Ligationsansatz oder reinem Plasmid (maxima 50-1000 ng DNA) gemischt und fur
30 min. auf Eis inkubiert. Die Zellen werden nun fir 90 sek. einer Temperatur von 42°C im
Thermoblock ausgesetzt und anschliefRend weitere 2 min. auf Eis stehen gelassen, bevor
400 pl SOC-Medium hinzupipettiert werden. Je nach zu transformierendem Plasmid erfolgt
die Regeneration bei 30°C oder 37°C fur 1-3 h. Danach wird der Transformationsansatz auf
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Antibiotikaplatten ausplattiert, die der Antibiotikaresistenz des transformierten Plasmids ent-
sprechen.

2.2.49 ldentifizierung positiver Transfor manten durch PCR

Puffer A (10 x): 200 mM Tris/HCI, pH 8,3
20 mM MgCl;
250 mM KCl
0,5 % Tween 20
1 mg/ml Gelatine

dNTP-Mix (5 mM dNTP): 10 ul dTTP (100 mM)
10 ul dGTP (100 mM)
10 pl dATP (100 mM)
10 ul dCTP (100 mM)
160 pl MQ-H,0

Template: Als Template kénnen Einzelkolonien (von den Agarplatten mit sterilen Zahn-
stochern abgenommen), chromosomale DNA, Plasmid-DNA oder aufgereinigte
PCR-Produkte dienen.

Primer: Die Oligonukleotide werden je nach Template und zu amplifizierendem Produkt
ausgewahlt. Jeweils 1 ul eines Sense- und Antisense-Primers (20 pmol/ul; in
MQ-H0 verdinnt) werden zu dem Ansatz pipettiert.

dNTP-Mix: 4 ul des dNTP-Mixes werden zugegeben.

PCR-Puffer: Je 10 ul des 10 x PCR-Puffer A werden zum Reaktionsansatz pipettiert.

Tag-DNA-Polymerase: 0,5 ul (entsprechen 2,5 U Enzym von Gibco BRL).

MQ-H,O: ad 100 pl
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Reaktionsbedingungen:

1) 2min. 94°C (first delay)
2) 20 sek. 94°C (Denaturierung)
3) 30 sek. 50°C (Hybridisierung)
4) 1,5min. 72°C (Auffullreaktion)
5 3min. 72°C (last delay)

Die Schritte 2 bis 4 werden insgesamt 25 x wiederholt.

Im Anschluss an die PCR werden 5 pl des einzelnen Ansatzes mit 5 ul Ficoll-Auftragspuffer
gemischt und auf einem Agarosegel elektrophoretisch aufgetrennt.

2.2.4.10 Isolierung von Plasmid-DNA mit dem GFX Micro Plasmid Prep Kit von
Pharmacia

Der GFX Micro Plasmid Prep-Kit dient zur schnellen Isolierung und Aufreinigung von
hochgradig sauberer Plasmid DNA (bis zu 15 pg) aus 1-3 ml E. coli- UN-Kulturen. Die
aufgereinigte Plasmid DNA ist in ihrer Qualitdt vergleichbar mit der aus einem CsCl-
Gradienten aufgereinigten DNA und ist fur jede molekularbiologische Anwendung nutzbar.
Das Prinzip des Plasmidisolierungskit beruht auf einer modifizierten alkalischen Lyse der
Bakterien, Falung der im Lyseansatz befindlichen bakteriellen Proteine und selektiven
Bindung der freien Plasmid DNA an eine feste Silica-Matrix. Die gebundene Plasmid DNA
wird durch Waschschritte von K ontaminationen und Salzen gereinigt und mit MQ-H,O oder 1
X TE-Puffer von der Silica-Matrix eluiert. Die Plasmidisolierung wird entsprechend der
Anleitung des Herstellers durchgefihrt.

2.2.4.11 Klonierung in den Suizidvektor pAUL-A

Um Deletionen eines Genes im Chromosom des Bakteriums etablieren zu kénnen, miissen
zuvor zusammengefigte flankierende DNA-Abschnitte des zu deletierenden Genes auf den
Suizidvektor pAUL-A in E. coli kloniert werden. Nach Plasmidisolation und Protoplasten-
Transformation in Listerien wird mit der Integration und Exzision begonnen (Kap. 2.2.4.14).

38



2 Material und Methoden

2.2.4.12 Isolierung von Plasmid-DNA mit dem Jetstar 2.0 Midiprep Kit von Genomed

Der Jetstar 2.0 Midiprep Kit dient zur schnellen Isolierung und Aufreinigung von ultra
sauberer Plasmid DNA (bis zu 100 pg) aus 25-100 ml E. coli-UN-Kulturen. Die Qualitét der
aufgereinigten Plasmid DNA entspricht der aus einem 2 x CsCl-Gradienten gereinigten Plas-
mid DNA. Das Prinzip der Aufreinigung gleicht dem in Kapitel 2.2.4.10 beschriebenen. Ein
genereller Unterschied besteht in der Saulenmatrix, an der die Plasmid DNA gebunden wird.
In diesem Fall handelt es sich um eine Anionenaustauschermatrix. Die Plasmidisolierung wird
wiein der Anleitung des Herstellers beschrieben durchgefihrt.

2.2.4.13 Protoplasten-Transformation von Listerien nach Wuenscher (1991)

2X SMM: 1 M Sucrose SMMP: 55 ml 2x SMM
0,02 M Tris 40 ml 4 x PAB
0,01 M MgCl, 5ml 5% BSA

0,04 M Maleinsdure
pH 6,8 mit 10 N NaOH

1 M Bernsteinsdure: 135,05 g Bernsteinsdure-Na-Salz
ad 500 ml ddH0, pH 7,3

4 x Bacto Perassau Broth (PAB): 16 g Nutrient Broth (Gibco BRL)
14 g Bacto Tryptone (Difco)
12,4 g Yeast Extract (Gibco BRL)
ad 11 ddH,0O
pH 6,8
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5% BSA: 5 g BSA (Gerbu Fraktion V)
ad 100 ml ddH,O
pH 7,5 mit NaOH
sterilfiltrieren

Eine UN-Kultur (BHI mit 0,2% Glycin) von Listeria monocytogenes EGD-e wird 1:100 in 30
ml BHI-Medium verdinnt und bel 200 rpm im Schittelwasserbad bel 37°C bis zu einer ODggo
von 0,6 bis 0,8 inkubiert. Von der Kultur werden 25 ml in ein steriles Greiner-Rohrchen
Uberfuhrt und bei 5000 rpm fir 10 min. zentrifugiert. Die Bakterien werden mit 25 ml
sterilem MQ-H2O einmal gewaschen, anschlief3end in 2,5 ml SMMP (frisch!) resuspendiert
und in ein steriles 50 ml Greiner-Rohrchen Uberfihrt. Von ener frisch angesetzten
Lysozymlosung in 2 x SMM (100 mg/ml) werden 250 pl hinzupipettiert. Die Bakterien
werden ohne Schitteln fir 12 bis 22 h im Brutschrank bel 37°C inkubiert. Am néchsten Tag
werden die Protoplasten unter dem Mikroskop Uberprift und bei 5000 rpm fir 10 min.
zentrifugiert. Das Pellet wird einmal mit 10 ml frischem SMMP gewaschen und nach der
Zentrifugation in 25 ml SMMP resuspendiert. Die Protoplasten werden in sterile
1,5 ml Schraubgeféiie zu jeweils 300 pl aliquotiert und bei —80°C gelagert.

DM 3 Regener ationsplatten: Fusogen:

200 ml 5% Agar 40 g PEG 6000
500 ml 1 M Bernsteinsaure 50 ml 2x SMM
100 ml 5 % Casein Hydrolysate (Gibco BRL) ad 100 ml ddH,O
60 ml 10 % Y east Extract (Gibco BRL) pH 6,8

100 ml K2HPO4 (3, 5 %)/KH2PO4 (1,5 %) autoklavieren

10 ml 50 % Glucose
20 ml 1 M MgCl,
10 ml 5% BSA (kurz erwérmen)

Alle Einzelkomponenten fir DM 3 Regenerationsplatten werden getrennt autoklaviert, vor Ge-
brauch auf 50°C erwdrmt und zusammenpipettiert. Unmittelbar vor dem Gief3en der Platten
wird Erythromycin (Endkonzentration 5 pg/ml) hinzugegeben.

In ein 15 ml Greiner-Rohrchen werden 300 pl Protoplasten tberfuhrt und mit 0,5-1,0 pug des
zu transformierenden Plasmids vorsichtig gemischt. Unter der Sterilbank werden vorsichtig 2
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ml Fusogen hinzupipettiert und der Ansatz wird fir exakt 1 min. im Kreis schnell hin und her
geschwenkt. Nach einer weiteren Minute stehender Inkubation werden 7 ml frisches SMMP
zugegeben, der Ansatz wird 5 x vorsichtig invertiert und bei 5000 rpm fir 20 min. bei RT
zentrifugiert. Wegen des sehr kleinen Pellets wird der Uberstand vorsichtig mit einer Pipette
abgenommen. Die Zellen werden in 1 ml SMMP resuspendiert und fur 3 h bei 30°C im
Wasserbad inkubiert. Jeweils 333 pl der Protoplasten werden auf eine DM3-Platte
(vorgetrocknet) vorsichtig ausplattiert. Die Platten werden fur ca. 4-8 Tage im Brutschrank bei
30°C inkubiert.

2.2.4.14 Integration und Excision des Suizidvektors pAUL-A

Bei der Integration des Suizidvektors pAUL-A mit den klonierten flankierenden Deletionsab-
schnitten wird durch den thermosensitiven Replikationsstart des Plasmides die Integration
ermoglicht. Durch homologe Rekombination zwischen Wildtypgen und den flankierenden
Deletionsabschnitten des Genes kommt es zur Etablierung der Deletion im bakteriellen
Chromosom (Schéferkordt, 1995).

Positive Transformanten aus der Protoplasten-Transformation werden 3 x auf BHI/SEM-
Agar-Platten ausgestrichen und UN bei 42°C inkubiert. Es folgt eine Inkubation bei 30°C UN
in 10 ml BHI-Medium. Am né&chsten Tag wird die Kultur 1:1000 in BHI verdinnt und bis zu
einer ODgoo= 0,3-0,5 bei 30°C wachsengelassen. Danach wird die Kultur 1:20 in
vorgewdrmtes BHI/10EM-Medium verdinnt und fir 2 h bei 30°C geschittelt. Es wird
Ampicillin (200pug/ml) dazupipettiert und UN bei 30°C inkubiert. Bei dieser Behandlung wird
der Suizidvektor exzidiert. Nach der UN-Inkubation wird die Kultur zu 102, 102, und 10*in
Medium oderl x PBS verdinnt und pro Verdinnung werden jewells drei BHI-Agarplatten mit
100 pl ausplattiert und bei 30°C bebritet. Am néchsten Tag werden die Kolonien auf
BHI/SEM-Agarplatten Uberstempelt und bei 30°C inkubiert. Die Erythromycin positiven
Kolonien entsprechen den gewiinschten Deletionsmutanten. Sie konnen mittels PCR und
Sequenzierung Uberprift werden.
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2.2.4.15 Anlegen von Glycerinkonserven

Von einer Uber Nacht gewachsenen Bakterienkultur wird 1 ml in ein steriles 2 ml
Einfriergefal3 pipettiert. Nach Zugabe von 500 pl 100 % Glycerin (autoklaviert) werden die
Glycerinkonserven gut durchmischt und bei —20°C bzw. —80°C gelagert.

2.25 Pulsfeld-Gelelektrophorese grol3er genomischer DNA-Fragmente

2.25.1 Anzucht der Isolate

Die zu untersuchenden Isolate werden in 10 ml nicht supplementiertes BHI-Fllissigmedium in
einem 100 ml Kolben eingerieben und Uber Nacht bei 37 °C bebritet. Am néchsten Morgen
wird der Ansatz photometrisch untersucht, wobel eine OD von 1,5 - 2,0 angestrebt werden
soll. Ist dies der Fall, so wird jeweils 1 ml der Ubernachtkultur in en 1,5 ml
Eppendorfreaktionsgefald gegeben und zentrifugiert (10 min., 5.400 rpm, RT). Das Pellet wird
in 1 ml TEN-Puffer (Kap. 2.1.8) resuspendiert und erneut zentrifugiert (4 min., 15.000 rpm,
RT). Nach zwei weiteren identischen Waschschritten wird das Pellet in 200 m EC-Puffer
vorsichtig resuspendiert.

2.2.5.2 Praparation der Agarosebldckchen (plugs)

Vorbereitung der Agarose:

Verwendet wurde die InCert Low Melting Agarose FMC der Firma Biozym.

Um eine 1 %ige Agarosel6sung zu erhalten, werden 0,5 mg InCert Agarose in 50 ml MQ-
Wasser gelost. Anschliefiend wird die Losung schonend bis zu einem kurzen Aufkochen
erhitzt, worauf die fertige Lésung glasklar sein muf3.
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Giel3en der Blockchen:

Nachdem die erhitzte Agarose auf etwa 45 - 50 °C abgekuhlt ist, werden die 200 ni
Bakteriensuspension mit jeweils 800 m Low Melting Agarose durch vorsichtiges Auf- und
Abpipettieren gleichmaldig durchmischt. Wichtig ist, dass bel mehreren Ansétzen jeder Ansatz
einzeln behandelt wird. Anschliefend wird die Mischung in die zuvor vorbereiteten
Blockchenformen, die der Grofde der Taschen im Laufgel entsprechen, pipettiert. Die Agarose
erstarrt innerhalb weniger Minuten auf Eis. Uberstehende Agarosereste kdnnen mit einem
abgeflammten Skalpell korrigiert werden. Zu diesem Zeitpunkt wird ein Blockchen der Serie
mit einem sterilen Skalpell halbiert und in einem Gefal3 in TE-Lagerungspuffer, zur Kontrolle
der nun folgenden Schritte, unbehandelt mitgefhrt.

2.2.5.3 Lyseder in den Agarose-Bl6ckchen eingebetteten Listerien

Frisch angesetzter Lysepuffer: Mutanolysin-Stocklésung (5000 U/ml) 8 ni
Lysozym-Stocklésung (100 mg/ml) 100 m

Lysepuffer (2.1.7) 892 ni

= 1000

Funf Blockchen werden in je ein steriles 12 ml Reaktionsgefal3 (Greiner), das mit 1 ml frisch
angesetztem Lysepuffer geflllt ist, Uberfuhrt. Alle Blockchen miissen vollstandig mit Puffer
bedeckt sein. Die Inkubation erfolgt bei 37 °C unter leichtem Schitteln Uber Nacht. Nach
Abschlufd des Lyseschrittes erscheinen die Bldckchen transparent, aber nicht immer vdllig
klar. Der Vergleich mit dem zuvor aufbewahrten plug in TE-Puffer zeigt nun deutlich den
Unterschied.
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2.2.5.4 Deproteinisierung

Vollstandiger Deproteinisierungspuffer (Ansatz pro Reaktionsgefa¥ pro 5 plugs):

Proteinase K Stockldsung (10 mg/ml) 100 m
N-Lauroylsarkosin Stocklosung (0,1 g¢/ml) 100 m
0,5M EDTA 800 mi

= 1000 ni

Der Lysepuffer wird steril abgezogen und der Uberstand in einen Erlenmeyerkolben pipettiert,
um anschlief3end autoklavirt zu werden. Nun werden die Blockchen zweimal fir mind. 1 hin
4 ml 05 M EDTA bei RT gewaschen. Auch die hierbei anfallenden Uberstande werden
anschlief3end autoklaviert. Schliefdlich wird in jedes Reaktionsgefa? (5 plugs) 1 ml
vollstandiger Deproteinisierungspuffer gegeben und der Ansatz 8 - 48 h (Uber Nacht) bel 55
°C aufrecht stehend inkubiert.

Proteinase K zerlegt als elwell3spaltendes Enzym Bakterienmembran und Zellbestandteile.
Detergentien wie N-Lauroylsarkosin setzen die Oberflachenspannung der Lésung herab und
erleichtern somit die Diffusion durch das Agarosebldckchen. Nach erfolgreicher Proteolyse
erscheinen die zuvor leicht triben Bldckchen klar und bilden einen deutlichen Kontrast zur
Tribung desin TE mitgefthrten Kontrollblckchens.

Dauert diese Deproteinisierung langer als 18 h, so kann eine Inaktivierung der Proteinase K
entfallen, da es sich hier um eine Serinprotease handelt, die sich schliefdlich selbst verdaut.
Um die Spaltprodukte auszuwaschen, werden die Proben anschlief3end dreimal 30 Minuten in
einem grofReren Volumen (z. B. 20 - 25 ml) TE-Puffer gewaschen. Dazu Uberfihrt man die 5
Blockchen aus ihrem 12 ml Reaktionsgef&ld mit Hilfe eines abgeflammten Spatelsin ein 50 ml
Reaktionsgefal3. Die drei Waschschritte erfolgen unter leichtem Schwenken bel RT. Zu kurze
Waschschritte wirken sich negativ auf die Aktivitdt des anschlieRend verwendeten
Restriktionsenzyms aus. Die so aufbereiteten Blockchen kénnen nun direkt fir einen
Restriktionsverdau eingesetzt oder aber in einigen Millilitern TE-Puffer in einem 12 ml-
Reaktionsgefal3 problemlos fir einige Monate bel 4°C gelagert werden.
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2.255 Restriktionsverdau

Um den Restriktionsverdau zu optimieren, werden die Bléckchen einzeln viermal fir jeweils
1 hin 1 ml des entsprechenden Restriktionspuffers aquilibriert. Dieser Schritt erfolgt unter
leichtem Schwenken bei RT. Danach wird der eigentliche Restriktionsansatz gestartet.
Nachdem der zum Aquilibrieren benutzte Puffer sorgfaltig abgesaugt worden ist, werden
Restriktionspuffer und Enzymmenge (Erfahrungswert, z. B. Notl-Verdau genomischer
Listerien-DNA: 30 U) in einem Gesamtvolumen von 200 m zugegeben. Die Inkubation
erfolgt unter leichtem Schitteln Uber Nacht bei der fur die jewells verwendete
Restriktionsendonuklease optimalen Reaktionstemperatur (Notl: 37°C). Daraufhin wird der
Restriktionsverdauansatz vorsichtig abgezogen und durch einen neuen Ansatz ersetzt, wobei
in diesem Fall 20 U Notl eingesetzt werden. Dadurch gelingt es, den Anteil ungeschnittener
genomischer DNA maoglichst gering zu halten. Dieser zweite Notl-Verdau wird fir weitere 4 -
6 h unter identischen Bedingungen inkubiert. Zum Abstoppen der Reaktion wird die
Restriktionsl 6sung vorsichtig abpipttiert und das Blockchen anschlief3end fur 15 - 30 Minuten
in 0,5 M EDTA gewaschen.Bis zum geplanten Gellauf kann das verdaute Blockchen in 1 ml
0,5M EDTA bei 4°C gelagert werden.

2256 DasPFGE-System

Zur Anwendung kommt ein CHEF - DR Il (Clamped Homogenous Electric Field plus
Dynamic Regulation) - System (Bio-Rad). 24 hexagonal in der Elektrophoresekammer
angeordnete Elektroden bauen ein elektrisches Feld auf, in dessen Richtung die im Laufgel
eingebetteten DNA-Molekile wandern. Sobald nun das erste Feld ab- und ein zweites
angeschaltet wird, das in einem definierten Winkel von 120° zum ersten steht, missen sich
die DNA-Molekile umorientieren. Je grofRer ein DNA-Molekl ist, desto langer benétigt es
fur diese Reorientierungsphase. Daraus resultiert bel der PFGE eine Auftrennung nach dem
Molekulargewicht. Die Intervalle, nach denen die beiden elektrischen Felder einander
abwechseln, werden a's sogenannte Pulszeit (switch time) programmiert. Weitere Faktoren,
die die Wanderungsgeschwindigkeit der DNA-Fragmente beeinflussen, sind die Spannung,
die lonenkonzentration des Gels und des Laufpuffers, die Agarosekonzentration und die
Temperaur des zirkulierenden Laufpuffers. Je nach elektrischer Feldstéarke und gewahlter
Pulszeit wird ein anderer Molekulargewichtsbereich aufgetrennt. Bel konstanter Feldstérke
werden Banden grof3erer Kilobasenbereiche sichtbar, wenn die Pulszeit ansteigt.
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2.25.7 Herstellen und Bestiicken des L aufgels

Verwendete Agarose: PF-certified Agarose (Bio-Rad)

Die Agarose wird 1 %ig in 0,5 x TBE-Laufpuffer gelost und das Gel im vom Hersteller
mitgelieferten Rahmen gegossen. Die bendtigte Menge richtet sich nach der GrofRe des
Rahmens. Um ein Verziehen des Kunststoffrahmens zu vermeiden 18sst man die Agarose vor
dem Gief3en etwas abkihlen. Der Kamm, der die Geltaschen formt, wird sofort eingesetzt und
erst herausgezogen, wenn die Agarose vollsténdig erstarrt ist. Jedes restriktionsverdaute
Agaroseblockchen wird zunéchst fur 1 Stunde in Laufpuffer (0,5 x TBE) unter leichtem
Schwenken bei RT &guilibriert, um optimale Laufbedingungen herzustellen. Daraufhin
werden die Blockchen unter zu Hilfenahme eines abgeflammten Spatels und eines sterilen
Skalpells in die Geltaschen eingebracht. Es ist auch moglich, einzelne Blockchen mit dem
Skalpell zu halbieren und nur die halbe Menge an DNA in einer Gelspur laufen zu lassen
(Erfahrungswert). Zwischen den Wéanden der Geltaschen dirfen sowohl in Laufrichtung, also
vorne, als auch hinten, keine Luftblasen eingeschlossen sein, da sonst der Lauf behindert wird.
Seitliche Luftblasen stéren dagegen nicht. Wenigstens eine Spur wird fir einen Marker
reserviert, der fertig geliefert wird (Kap. 2.1.5) und nur noch, entsprechend portioniert, in die
Geltasche eingebracht werden muss. Mit 1 %iger Low-melting-Agarose werden die
Geltaschen versiegelt, um einen Verlust der Blockchen wahrend des Gellaufs zu vermeiden.

2.25.8 PFGE-Lauf und verschiedene Auflésungsfenster

Als Laufpuffer wird 0,5 x TBE in die Elektrophoresekammer eingeflllt und die Pumpe fir
den Kuhlkreislauf gestartet. Wahrend des Laufes ist eine Puffertemperatur von 12 — 13 °C
einzuhalten. Der Laufpuffer wird nach jedem zweiten Lauf gewechselt, um einen mdglichst
konstanten Stromfluf (ca. 130 - 160 mA) zu gewdhrleisten. Das bestiickte Gel wird in den
passenden Rahmen in der vorgekihlten Kammer plaziert und der Lauf gestartet.

Im Rahmen der Notl-Kartierung wurden in dieser Arbeit folgende Aufldsungsfenster durch
Variation der initialen und finalen Pulszeit sowie der Laufzeit bel konstanter Spannung (6
V/cm) gewdhlt, um verschiedene Fragmentgrof3en préaziser auftrennen zu kénnen:
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Fenster 1 Fragmentgrof3en: 450 kb biszu 2 Mb

Laufzeit: 15 h mit konstanter Pulszeit von 60 sek. gefolgt von
9 h mit konstanter Pulszeit von 120 sek.

Fenster 2 Fragmentgrofden: 40 kb bis zu 550 kb

Laufzeit: 24 h mit initiadler Pulszeit von 15 sek. und
finaler Pulszeit von 35 sek.

Fenster 3 Fragmentgrof3en: 5 kb bis zu 150 kb

Laufzeit: 15 h mit initialer Pulszeit von 1 sek. und
finaler Pulszeit von 12 sek.

2259 Laufende, Auswertung und Grolenbestimmung der Fragmente

Nach Beendigung des Laufs wird das Gel vorsichtig von der Graffitplaite des Rahmens
gehoben und 10 - 15 Minuten in einem Ethidiumbromid-Bad (2,5 mg/l Ethidiumbromid in 0,5
X TBE) geférbt. Gearbeitet wird nur mit Handschuhen, da Ethidiumbromid ein Mutagen ist.

Nachdem das Gel dann fur 10 - 20 Minuten, oder bei Bedarf auch lénger, in reinem
Laufpuffer entfarbt worden ist, kann man die DNA-Banden im Durchlicht auf dem UV-
L ampentisch betrachten und ggf. mit geeigneter Kamera dokumentieren.

Die Auswertung erfolgt mit Hilfe der mitgelaufenen DNA-Grof3enstandards. In dieser Arbeit
wurde zudem noch das Auswertungsprogramm WinCam 2.2 der Firma Cybertech verwendet.

2.2.6 Southern-Blot-Hybridisierung

Zur Southern-Blot Hybridisierung wurde in dieser Arbeit das DIG Nonradioactive Nucleic
Acid Labelling and Detection System von Roche Diagnostics verwendet. Dieses System
berunt auf dem Prinzip, DNA, RNA oder Oligonukleotide mit Hilfe von Digoxigenin-
markierten Nukleotiden zu versehen, die anschlief3end, nach einer drei Schritte umfassenden
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Aufbereitung, anhand spezifischer Lichtsignale infolge einer Chemilumineszenz-Reaktion mit
einem Rontgenfilm detektiert werden kénnen. Die Verwendung nichtradioaktiver Proben
bringt mehrere Vorteile mit sich. So féllt zum einen die Strahlenbelastung friiherer Verfahren
weg, und die Proben kénnen zudem problemlos bis zu einem Jahr aufbewahrt werden. Des
weiteren ist ein mehrfacher Einsatz der HybridisierungslGsungen méglich.

Depurinierungsl 6sung: 0,25 M HCI

Denaturierungsl 6sung: 0,5M NaOH; 1,5 M NaCl

Neutralisations dsung: 0,5M Tris-HCl, pH 7,5; 3M NaCl

20 x SSC-Puffer: 3 M NaCl; 0,3 M Tri-Natriumcitrat, pH 7,0
Standard Hybridisierungspuffer : 5 x SSC; 0,1 % N-Lauroylsarkosin; 0,02 % SDS;
(SHP) 1 % Blockierungsreagenz (Roche Diagnostics)

2 X Waschldsung: 2 x SSC mit 0,1 % SDS

0,5 x Waschlésung: 0,5x SSC mit 0,1 % SDS

2.2.6.1 Southern-Blot von CHEF-Gelen

Das CHEF-Ge wird nach dem PFGE-Lauf zundchst, wie unter 2.2.5.9 beschrieben,
dokumentiert. Nachdem das Gel auf die kleinstmoglich Grofe mit einem Skalpell
zugeschnitten worden ist, wird eine Saran-Folie vorsichtig und faltenfrei Uber das auf dem
UV-Tisch liegende Gel gelegt. Auf dieser Klarsichtfolie werden nun bei UV-Durchleuchtung
die Begrenzungen des Gels und alle zu erkennenden Banden mit einem Stift markiert, so dass
ein genaues Abbild des Gels auf der Folie entsteht. Es ist wichtig, zligig zu arbeiten, um
einerseits einer unndtigen UV-Exposition zu entgehen und andererseits einem Verblassen,
insbesondere Kkleinerer Banden, zuvorzukommen. Nun wird das Gel fur 30 Minuten in
Laufpuffer entfarbt, worauf mit den Vorbereitungen fir den Blot begonnen wird. Nach 10-
minltigem Schwenken des Gels in Depurinierungsldsung wird es fir 2 Minuten in reinem
Aqua dest. gewaschen. Dem schliefit sich eine zweimalige Behandlung in
Denaturierunglésung an, wobei jeder Schritt 15 Minuten dauert und jeweils von einem 2-
mindtigen Waschschritt in Aqua dest. gefolgt wird. Auf dieselbe Art wird das Gel daraufhin
zweimal fir je 15 Minuten in Neutralisationsldsung geschwenkt. Die Nylonmembranen von
Roche Diagnostics werden ohne spezielle Vorbehandlung entsprechend der Angaben des
Hersteller verwendet, und das so vorbereitete Gel wird Uber Nacht durch Kapillartransfer auf
die Membran geblottet, wobei 20 x SSC-Puffer eingesetzt wird. Am néchsten Morgen wird
das Gel erneut kurz auf dem UV-Schirm betrachtet, um die Effizienz des Blots zu Uberprifen.
Es sollten keine Banden mehr erkennbar sein. Anschlief?end verwirft man das Gel. Die
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Membran wird, noch feucht, von jeder Seite fir je zwel Minuten zur Fixierung auf den UV-
Schirm gelegt und anschlief3end an der Luft getrocknet. Es ist darauf zu achten, die Membran
stets nur mit Pinzetten am Rand zu berihren. Nach 5-minitigem Schwenken in 2 x SSC-
Puffer und anschliefiendem Waschen in Aqua dest. (2 x 15 Minuten) kann die Membran
luftgetrocknet zwischen zwei Whatman-Papieren und in Alu-Folie eingeschlagen bei 4°C
gelagert oder direkt zur Préhybridisierung eingesetzt werden.

2.2.6.2 Gewinnung DIG-markierter Sonden fur genomische L. monocytogenes-DNA
mittels PCR

Digoxigenin-11-dUTP kann durch Tag-Polymerase wahrend einer PCR in das DNA-Produkt
eingebaut werden. Die dadurch entstehende Sonde ist sehr sensitiv und die Ausbeute dieser
Reaktion recht hoch. Mittels spezifischer forward- und reverse-primer wird der gewtnschte
DNA-Abschnitt des Chromosoms von L. monocytogenes amplifiziert und gleichzeitig DIG-
markiert. Die Reaktion wird entsprechend den Angaben des Herstellers angesetzt.

2.2.6.3 Prahybridisierung und Hybridisierung

Die Prahybridisierung bereitet die Membran fur die Sonden-Hybridisierung vor, indem
unspezifische Bindungsstellen fir Nukleinsduren auf der Membran blockiert werden. Dies
dient letztlich einer Reduzierung des Hintergrundes. Zur Préhybridisierung wird die Membran
zwei Stunden in SHP bei 68 °C im Hybridisierungsofen inkubiert. Die Menge des
verwendeten Puffers richtet sich nach der Grofe der Membran (20 ml SHP fur ca. 10 x 10
cm). Die Vorbereitung der Sonden erfolgt durch 10-minttiges Erhitzen in einem 95 °C heil3en
Heizblock. Anschlief3end werden sie nach kurzem Zentrifugieren fir weitere zwel Minuten
auf Eis gelegt. Die Préhybridiserungsosung wird verworfen und  durch
Hybridisierungslosung (SHP mit 5 ng/ml denaturierte Sonde) ersetzt. Die Hybridisierung
erfolgt Uber Nacht bei 68 °C im Hybridisierungsofen. Am darauffolgenden Morgen wird die
Hybridisierungslésung in ein steriles Greiner-Plastikgefald Gberfihrt und bei -20 °C bis zu
einer spateren Wiederverwendung gelagert. Die Membran wird nun zweimal funf Minuten in
2 x Waschlosung bei RT geschwenkt. Dem schliefit sich eine Inkubation in 0,5 x
Waschl6sung schwenkend bei 68 °C an.
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2.2.6.4 Detektion

Die Chemilumineszenz-Detektion erfolgt in drei aufeinanderfolgenden Schritten entsprechend
den Angaben des Herstellers. Im ersten Schritt wird die Membran mit Blockierungslsung
behandelt, um eine unspezifische Bindung der Anti-DIG-Antkorper an die Membran zu
verhindern. Dem schliefdt sich eine Inkubation mit einer Lésung von Anti-DIG-Antikorpern,
die mit einer Alkalischen Phosphatase konjugiert sind, an. Im dritten Schritt &3 man
schliefdlich die Membran, die mit der hybridisierten Sonde und dem daran gebundenen
Antikorper-Konjugat verbunden ist, mit einem chemilumineszierenden Substrat (CSDP,
Roche Diagnostics) reagieren. Das resultierende Lichtsignal wird anschlief?end durch
Belichtung eines Rontgenfilms detektiert.

2.2.7 Klonierung grof3er funktioneller DNA-Abschnittein BAC-Vektoren

2271 lIsolierung und Restriktionsverdau genomischer DNA von Listeria
monocytogenes

Genomische DNA von Listeria monocytogenes wird wie unter 2.2.5.2 beschrieben in
Agarosebl ockchen prépariert, isoliert und anschlief?end wie folgt weiter behandelt:

Ein fertiges Agaroseblockchen wird mit einem sterilen Skalpell in 12 gleichgrof3e Teile
geschnitten, in ein 1,5 ml-Eppendorf-Reaktionsgefald gegeben und zweimal in je 100 ni
Restriktionspuffer inkubiert, wobel jedes Blockchen ndherungsweise mit einem Volumen von
weiteren 100 m gleichgesetzt wird, so dald sich ein Gesamtvolumen von 200 i fir diesen
Ansatz ergibt. Der Ansatz setzt sich folgendermal3en zusammen:

2x Vorinkubation in RV-Puffer (Ansatz fur ein Bléckchen):

ddH,0 39 ni
100 nM Spermidin 40 m
1M DTT 1m
10 x RV-Puffer 20 i

= 100m
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Der Ansatz wird zunéachst 30 Minuten lang auf Eis gestellt. Danach wird der erste RV-Puffer
mit einer sterilen Pipettenspitze abgezogen und anschlieffend durch einen identischen ersetzt;
dieser Ansatz verbleibt weitere 30 Minuten auf Eis. Dieser Vorinkubation schlief3t sich der
eigentliche Restriktionsverdau direkt an; er setzt sich zusammen aus:

Restriktionsverdau (Ansatz fur ein Bléckchen):

ddH,0 80 ni
100 mM Spermidin 4m
1M DTT 01m
100 x BSA 4m
10 x RV-Puffer 10m
= 98,1 m

Der gesamte Ansatz wird auf Eis zusammenpipettiert, und nach Zugabe einer gewlnschten
Menge an Restriktionsenzym, direkt bel einer dem verwendeten Enzym entsprechenden
Temperatur auf einen Heizblock gestellt. Die optimale Dauer des Verdaus ergibt sich aus
Erfahrungswerten infolge mehrerer notwendiger Vorversuche, bel denen jeweils verschiedene
Mengen an Enzym in Kombination mit unterschiedlichen Restriktionsdauern verwendet
wurden und das Ergebnis anschlief3end durch PF-Gellauf dokumentiert wurde. Der Verdau
wird schlief3lich durch Zugabe von 100 i 0,5 M EDTA abgestoppt und auf Eis gelagert.

2.2.7.2 PFGE-Lauf und Exzision von DNA-Fragmenten definierter Grofie

Die verwendeten Agarosegele werden 1 %ig mit 0,5 x TBE-Puffer gegossen, wobei fur ein
erstes Gel die PF-certified Agarose der Firma BioRad und fir das zweite Gel die Sea-Plaque
Agarose der Firma Biozym verwendet wird. Vor dem Gief2en des Gels werden mehrere (3-4)
Zahne des Kamms zusammengeklebt, um in dem anschlief3end erstarrenden Gel eine grof3e
Tasche zu erhalten. In diese grof3e Tasche werden alle plug-Stiickchen vorsichtig eingebracht
und mit LMA beschwert. Luftblasen an der Vorderkante der Geltasche in Laufrichtung sind
zu vermeiden. Folgende Laufparameter wurden ndherungsweise verwendet, wobei auch hier
wieder auf notwendige Vorversuche verwiesen werden muss:
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1. Gellauf: 18 h, 90 sek. Pulszeit, 6V/cm, 12°C
2. Gellauf: 7-16 h 5 sek. Pulszeit, 4V/cm, 12 °C

Nach Beendigung des ersten Gellaufes werden die beiden seitlichen Anteile des Gels
vorsichtig mit Hilfe eines sterilen Skalpells abgetrennt, wobei ein ca. 3,5 cm breiter mittlerer
Gelstreifen, der den groften Anteil an isolierten und aufgetrennten DNA-Fragmenten enthélt,
zurtickbleibt. Wahrend der mittlere Gelstreifen bis zu weiteren Bearbeitungsschritten in einer
Schale mit gekuhltem Laufpuffer verbleibt, werden die beiden Seitenstreifen fir je 15
Minuten in einem Ethidium-Bromidbad gefarbt und anschlief3end fir je 10 Minuten in
Laufpuffer entfarbt. Unter UV-Kontrolle wird nun der gewlinschte Gréfl3enbereich der DNA-
Fragmente mit Hilfe des mitgelaufenen Markers erkannt und durch Einschneiden der
Gelstreifen von der Mitte her dreiteilig markiert, wodurch der gewtinschte Grofenbereich in
einen "unteren”, einen "mittleren” und einen "oberen" Bereich unterteilt wird (Abb. 3 A und
B). Beide so markierten Gelstreifen werden in Saran-Folie gewickelt und am Arbeitsplatz an
den mittleren Streifen angelegt. Entsprechend der drei markierten Bereiche werden nun drel
entsprechende Gelstiicke aus dem mittleren Streifen moglichst sauber ausgeschnitten und in
die speziell hierfir vorbereiteten drei Geltaschen des zweiten Agarosegels eingebracht. Die
drel Bereiche "unten”, "mitte" und "oben" laufen somit im zweiten Gel nebeneinander. Durch
diese Methode ist es moglich, einen genau gewinschten Bereich an DNA-Fragmenten zu
treffen, ihn von restlichen Fragmenten anderer Grofe zu trennen und, ohne Kontakt mit
Ethidium-Bromid, in ein weiteres Gel einzubringen. Zur Kontrolle wird das restliche Gel
anschlief3end ebenfalls mit Ethidium-Bromid geférbt und die Exzision auf dem UV-Schirm
dokumentiert (Abb. 3C).

Das zweite Gel wird mit den o.g. Laufparametern gestartet und nach Ende des Laufes in
entsprechender Art prapariert. Wie nach dem ersten Gellauf, werden erneut die die Laufspuren
flankierenden Gelstreifen mit dem Skalpell abgetrennt, geféarbt, kurz entfarbt, unter UV-
Kontrolle markiert, in Saran-Folie eingeschlagen und nach Anlegen an die ungeférbten
Gelstreifen zum Ausschneiden der drei Grofienbereiche aus dem Gel als Markierung zu Hilfe
genommen. Auch in diesem Fall wird das Restgel zur Kontrolle der Exzision geférbt und
dokumentiert (Abb. 3D). Die drei ausgeschnittenen DNA-Streifen (entsprechend den drei
Bereichen "unten". "mitte" und "oben") werden jewells halbiert und in je ein 1,5 ml
Eppendorfreaktionsgefal3, das zuvor ausgewogen wurde, gegeben. Die Gelstiicke werden in
diesen Gefél3en gewogen, um die Agarosemenge fir einen anschliefienden Agaraseverdau
abzuschétzen.
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Abb. 3: BAC-Klonierung:

Bild A bis C: Dokumentation der Auftrennung und anschlief3enden Exzision eines definiertenBer eiches an
DNA-Fragmenten (hier: ca. 60 — 140 kb) nach einem Hindl 1l Verdau genomischer DNA von L. m. EGD-e.
Bild D: Kontrolle einer erfolgreichen Exzision der drei Bereiche ,unten”, , mitte* und , oben“ aus dem 2.
PF-Gel. Der Lambda Ladder und der Low Range PFG Marker (LL, LR) dienten als Gr63enstandar ds.

2.2.7.3 Extraktion der DNA-Fragmente mittels Agar aseverdau

Fir den Agaraseverdau wurde die Gelase der Firma Biozym/Eppicenter verwendet.

Zunéchst werden zwel Heizblocke auf 67°C bzw. 45°C vorgeheizt. Das Agarosestiickchen
wird in dem Reaktiosgefald zweimal fur je 30 Minuten in TNE-Puffer auf Eis vorinkubiert.
Dieser Schritt dient der Stabilisierung der grof3en zu klonierenden DNA-Fragmente wahrend
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der folgenden Schritte, da NaCl die DNA durch Forderung einer molekularen Kondensation
schitzt. Dartberhinaus wirkt NaCl auf die DNA wahrend des Agaroseverdaus ebenfalls
schitzend, da es die Schmelztemperatur der DNA erhoht (Gnirke et al., 1993). Aus diesem
Grunde sollte 50 mM NaCl, dessen Anwesenheit mit jedem Schritt der BAC-Klonierung
kompatibel ist, in allen Losungen vorhanden sein. Dies sollte vom Zeitpunkt der Exzision der
zu klonierenden grof3en DNA-Fragmente aus dem letzten praparativen Agarosegel bis zum
Einsatz der Proben zur abschlief3enden Elektroporation der Fall sein. Danach wird der Ansatz
nacheinander zuerst bei 67 °C und danach bei 45 °C fir je 10 Minuten inkubiert. Der erste
Schritt dient der Verfllissigung der Low-melting Agarose, der zweite bringt den Ansatz auf
die optimale Arbeitstempereatur der Gelase. Diese wird nun in einer der ausgewogenen
Agarosemenge entsprechender Enzymmenge dazugegeben und der komplette Verdau-Ansatz
fur eine Stunde bel 45 °C stehend inkubiert. Nach Ablauf dieser Stunde werden 8 m des
Ansatzes vorsichtig entnommen und zur Kontrolle eines vollstandigen Agaroseabdaus in ein
PCR-Cap gegeben und auf Eis gestellt. Erstarrt der Ansatz nicht mehr sondern |&3%t sich
stattdessen leicht auf- und abpipettieren, so ist der Verdau erfolgreich beendet; andernfalls
beldd man den Ansatz bei 45 °C und kontrolliert wie beschrieben bis zu einem
befriedigenden Ergebnis. Ist dieser Schritt erfolgreich abgeschlossen, gibt man weitere 20 m
des Ansatzes auf ein kleines Agarosegel und startet einen Kontrolllauf, um die DNA-
Ausbeute zu testen. Der Ansatz wird nun fur weitere 10 Minuten bei 67 °C inkubiert, wodurch
die Gelase hitzeinaktiviert wird, und anschlief3end 15 Minuten auf Eis gestellt.

2.2.7.4 Praparation desBAC-Vektors

Mit Hilfe des Mega-Prep-Systems der Firma Qiagen wird der BAC-Vektor (z. B.
pBeloBAC11; pUvBBAC) aus insgesamt 2 Liter Ubernachtkultur entsprechend den Angaben
des Herstellersisoliert und die DNA anschliefzend in 200 m ddH,O aufgenommen und bei -20
°C gelagert. Die Konzentration der Probe wird im GeneQuant gemessen, um anschlief3end
genaue DNA-Mengen einsetzen zu kénnen. Eine gewlinschte Menge an Vektor-DNA wird
nun fir einen Restriktionsverdau eingesetzt. Diesem schliefit sich nach einer Phenol-
Chloroform-Extraktion eine Alkalische Phosphatase (AP) Behandlung (CIP, Roche
Diagnostics) an. Um den Ansatz anschlief3end von der Alkalischen Phosphatase und Salzen zu
befreien, wird eine heil3e Phenolextraktion durchgefihrt. Hierbel wird der AP-Ansatz, nach
Reaktionsabstoppen mit 200 mM EGTA, fur 10 Minuten bel 65 °C inkubiert und daraufhin
mit einer ebenfalls auf 65 °C erhitzten Mischung aus Phenol-Chloroform-l1soamylakohol
versetzt und eine weitere Minute inkubiert. Die weiteren Reaktionsschritte entsprechen den
Angaben unter 2.2.4.5. Die so aufgereinigte DNA wird nun in elner angemessenen Menge
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ddH,O aufgenommen; einige Mikroliter werden auf ein Agarosegel gegeben, um die
Ausbeute und Guite der vorigen Préparationsschritte zu beurteilen.

2.2.7.5 Klonierung der DNA-Fragmentein den BAC-Vektor und Transformation

2.2.7.6 elektrokompetenter E. coli-Zellen mittels Elektroporation

Der unter 2.2.7.3 erhaltene auf Eis lagernde Gelase-verdaute Ansatz geschnittener DNA-
Fragmente wird zu folgendem Ligationsansatz zusammenpipettiert, wobel ein
Geasamtvolumen des Ansatzes von 250 i angestrebt wird:

5m T4-Ligase (Fa. Amersham)

25m 10 x Ligasepuffer

2m BAC-Vektor DNA (ca. 50 ng DNA)

218 DNA-Fragmente aus Gelaseverdau
= 250m

Beim Zusammenpipettieren dieses Ansatzes ist darauf zu achten, dass zundchst nur der
geschnittene BAC-Vektor zu dem Gelase-verdauten Ansatz gegeben wird. Diese zusammen
werden fur 10 Minuten bel 67 °C erhitzt, was dazu fuhren soll, dass sich eventuell
aneinandergelagerte Enden der grof3en DNA-Fragmente wieder voneinander entfernen und
sich somit aus sterischen Grinden die anschlieffende Klonierung in den BAC-Vektor
effizienter gestaltet. Der Ansatz wird schlief3dlich wieder vorsichtig abgekihlt, indem man ihn
10 Minuten bei RT und schliefdlich 5 Minuten auf Eis lagert. Nun werden Ligase und
Ligasepuffer dazugegeben und der Ligationsansatz bei 14 °C in ein Ligationsbad gestellt; er
kann dort bis zu zwei Tage lang belassen werden.

Fir die sich nun anschlieffende Elektroporation wurden der Gene-Pulser der Firma BioRad
sowie elektrokompetente E.coli-Zellen des Stammes DH10b der Firma Gibco verwendet. Die
50 m Elektroporationskivetten werden trocken und sauber auf Eis vorgekthlt. Nun werden 30
m elektrokompetente DH10b-Zellen mit je 2,25 m Ligationsansatz versetzt und in einem 1,5
ml Reaktionsgefal? kurz auf Eis gestellt.
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Parameter Einstellung am Gene-Pul ser:

1,3kV
200 W
25nF

Nun wird der Elektroporationsansatz vorsichtig in eine vorgekuhlte Kivette gegeben, wobel
darauf zu achten ist, keine Luftblasen zwischen den Elektrodenflachen der Kivette und aul3en
keine Feuchtigkeit an der Kuvette zu hinterlassen. Nun wird die Kuvette in die entsprechende
Vorrichtung des Geréts eingesetzt und die Spannung angesetzt, bis ein akustisches Signal das
Ende der erfolgreichen Elektroporation anzeigt. Nun gilt es, zligig weiterzuarbeiten und den
Ansatz vorsichtig und moglichst vollstandig in eéin mit 1 ml SOC-Medium gefilltes 12 ml-
Reaktionsgefald zu Uberfihren und fur eine Stunde bei 37 °C unter leichtem Schiitteln zu
inkubieren. Nach Ablauf dieser Stunde wird der Ansatz auf Selektionsagarplatten, wie bereits
beschrieben, ausplattiert und Gber Nacht in den Brutschrank gestellt.

2.2.7.7 lsolierung rekombinanter BACs fur anschlief3enden Restriktionsverdau und

PFGE Analyse
L 6sungen: Losung I: 25 mM Tris-HCI; 50 mM Glukose; 10 mM EDTA,
ph 8,0 + 2,5 mg/ml Lysozym (frisch) + 0,1 mg/ml RNAse
Losung II: 0,2 N NaOH; 1 % SDS (immer frisch)
Losung I1l: 5 M Kaliumacetat; pH 4,8

Die Zellen einer 1,5 ml-Ubernachtkultur werden durch Zentrifugation (11.700 rpm, 1 min.,
RT) geerntet und in 100 m eisgekihlter Lésung | resuspendiert. Der Ansatz wird mit Lysozym
und RNAse versetzt und auf Eis gestellt. Nun werden je 200 n frisch angesetzte L 6sung |1 auf
jeden Ansatz gegeben, jedes Reaktionsgefald 8-10 mal vorsichtig invertiert und der Ansatz
wieder auf Eis gestellt. In diesem Schritt werden die Zellen lysiert; die Suspension wir klarer.
Nach nur wenigen Minuten werden je 150 m eisgekihlter Losung Il zu jedem Ansatz
gegeben und erneut 8-10 mal vorsichtig invertiert. Es ist unbedingt erforderlich, bei diesen
Schritten behutsam zu invertieren, dadie BACs nun frei, und damit anfallig fir Scherkréfte, in
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der Suspension vorliegen. Es folgt eine Zentrifugation der Proben fir 6 Minuten bei 11.700
rom und RT, nach deren Ende der Uberstand sorgféltig abpipettiert und in ein frisches
Reaktionsgefald gegeben wird. Dem schliefdt sich eine DNA-Falung durch Zugabe von 1 ml
100 % Ethanol, ein darauf folgendes Invertieren und eine sofortige Zentrifugation (11.700
rpm, 6 min., RT) an. Nun wird das Pellet in 70 % Ethanol gewaschen und anschlief3end in der
Speed Vac getrocknet. Das Pellet wird schliefdich in 15 m ddH,O resuspendiert und direkt
zum Restriktionsverdau eingesetzt.

2.2.7.8 Herstellung elektrokompetenter Zellen von Listeria spp.

2ml einer Ligterien-Ubernachtkultur (OD 2-3) werden auf 200 ml BHI + 0,5 M Sucrose
gegeben und bel 37 °C und 180 rpm bis zu einer OD von 0,2 - 0,3 inkubiert. Dann wird dem
Ansatz Penicillin G in einer Endkonzentration von 10 ng/ml hinzugefiigt und weiter unter den
gleichen Bedingungen fir 2 Stunden inkubiert. Nach Ablauf dieser Zeit wird der
Gesamtansatz in einen GSA-Becher Uberfuhrt und fir 10 Minuten bei 6000 rpm und 4 °C
zentrifugiert. Der Uberstand wird daraufhin sorgaltig auf Eis abgezogen, das Pellet
anschlief?end in 50 ml HEPES-Puffer (ImM HEPES, 0,5 M Sucrose, pH 7,0) resuspendiert
und in ein 50 ml Greiner-Reaktionsgefald Uberfihrt. Der Ansatz wird nun 15 min. bei 6000
rpm und 4 °C zenrifugiert, der Uberstand anschlieffend verworfen und das Pellet erneut in
HEPES resuspendiert. Dieser Schritt wird ein weiteres Ma wiederholt. Im Anschlufd daran
wird das Pellet in der Halfte des urspriinglichen Volumens (jetzt 25 ml) gewaschen, wobei die
Zentrifugationsschritte unter den gleichen Bedingungen ablaufen wie zuvor. Letzlich wird das
Pellet vorsichtig in 0,5 ml 1 mM HEPES-Puffer (pH 7,0, 0,5 M Sucrose, 10 % Glycerin)
resuspendiert, auf Eisin Aliquots a50 m in 1,5 ml-Reaktionsgefél3e gegeben und in fllssigem
Stickstoff schockgefroren. Die so préparierten Zellen kénnen nun entweder direkt zur
Elektroporation eingesetzt oder bei -80 °C gelagert werden.

2.2.7.9 Anlegen einer Genbank in 96-well-Platten

Das Genbankmedium wird entsprechend der Angaben unter 2.1.7 eingewogen und
autoklaviert. Nachdem es abgekihlt ist, wird eine entsprechende Menge Medium unter der
Sterilbank mit dem jeweils zur Selektion verwendeten Antibiotikum versetzt und in eine
sterile Nunc-Schale (flacher Boden) gegeben. Eine 96-well Mikrotiterplatte wird mit
Genbankmedium beflllt. Daraufhin wird mit einem sterilen Zahnstocher je eine Kolonie von
der Agarplatte gepickt und in einen well gegeben. Auf diese Art werden nacheinander alle
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wells beimpft, wobei man pro Mikrotiterplatte zwei Kontroll-wells unbeimpft bel&3t.
Nachdem die gesamte Platte beimpft worden ist, wird sie mit dem Deckel verschlossen und in
Saran-Folie eingeschlagen. Die so verpackte Platte wird dann in eine mit feuchten TUcher
ausgelegte Styropor-Box gelegt, die ebenfalls mit Folie abgedeckt wird. Dies dient der
Aufrechterhaltung einer Hohen Luftfeuchtigkeit wahrend der folgenden Inkubation bei 37 °C
im Brutraum und verhindert so eine zu starke Verdunstung der Flissigkeit aus den wells der
Mikrotiterplatten. Am néachsten Morgen werden die Platten auf das Anwachsen aller Klone
kontrolliert, wobei besonders auf die beiden Kontroll-wells zu achten ist, die weiterhin klar
sein missen, um eine Kontamination oder andere Fehler ausschlief3en zu kénnen. Die fertigen
Platten werden dann gutverschlossen bei -80 °C eingefroren, so dal? sie fir spatere Analysen
der Genbank jederzeit wieder verfiigbar sind.

2.2.8 Praparation von Zellwand-assoziierten Proteinen

Zur Praparation der Kulturtiberstdnde und wandstandigen bakteriellen Proteine wird eine 50
ml Kultur entsprechend verdinnt und bis zu einer Optischen Dichte von (ODey) 1,0
kultiviert. Nach Zentrifugation (15 min., 6000 rpm, 4°C) wird der Kulturiberstand in ein
steriles 50 ml Greiner Rohrchen Uberfuhrt und mit TCA versetzt (Endkonzentration 10 %).
Zur Préparation der zellwandsténdigen Proteine wird das Pellet in 1,8 ml 1 % SDS (in 1 x
PBS) resuspendiert. Nach einer Inkubation von 45 min. bel 37°C und 200 rpm wird die
Suspension in 2 ml Reaktionsgefélde Uberfuhrt, zentrifugiert (14000 rpm, 15 min., 4°C). Der
klare Uberstand wird schliefdlich ebenfalls mit 10 % TCA versetzt.

Die Prézipitation beider Ansétze erfolgt fir mindestens 12 bis 24 h bei 4°C. Die préazipitierten
Proteine werden durch Zentrifugation bel 4°C, 6000 rpm, 15 min. pelletiert, zweimal mit 25
ml Aceton gewaschen und schliefdlich in 200 pul 1 M TrissHCI, pH 8,8 gelost. Die
Proteinldsung wird mit 80 pl 4 x Roti-Load und 3,2 pl 100 mM Pefabloc SC versetzt und bei
-20°C gelagert. Fur eine SDS-PAGE (Kap. 2.2.8) wurden je 10 pl Prestained SDS Marker
(Bio-Rad) als Protein-Grof3enstandard und 20 pl der Proteinldsung des jeweiligen Stammes
aufgetragen.
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2.2.9 Polyacrylamidgelelektrophorese (SDS-PAGE)

Polyacrylamidgele:

4 x Trenngelpuffer:

4 x Sammel gel puffer:

10 x SDS-Laufpuffer:

2 X Probenpuffer:

Coomassie R250:

Blitzentfarber:

1,5M TrigHCI, pH 8,8

0,5M Tris/HCI, pH 6,8

30,3g Tris
144 g Glycin
20g SDS

ad 11 ddH,O

0,5M Trig/HCI, pH 6,5
10 % SDS

22 % Glycerin

10 % b-Mercaptoethanol
8 M Harnstoff

0,25 % Bromphenolblau

0,2 % Coomassie R250

45 % Methanol

10 % Eisessig

lange rdhren lassen, filtrieren

400 ml Methanol
100 ml Eisessig
ad 1l ddH,0O

59



2 Material und Methoden

UN-Entférber: 50 ml Methanol
75 ml Eisessig
ad 11 ddH,0

Zusammensetzung eines Polyacrylamidgels:

Trenngel (10 %): Sammelgel (5%):

3,8 ml 4 x Trenngel puffer 2,5 ml 4 x Sammel gel puffer

5,0 ml Rotiphoresegel 30 (Roth) 1,7 ml Rotiphoresegel 30 (Roth)
6,1 ml ddH,0 5,8 ml ddH,0

150 pl 10 % SDS 100 pul 10 % SDS

20 ul TEMED 20 ul TEMED

20 pl 25 % APS 20 pl 25 % APS

Die Losung fur das Trenngel wird in zwel durch Spacer getrennte Glasplatten (Bio-Rad oder
Phase) bis ca. 1,5 cm unterhalb des oberen Randes gegossen und vorsichtig mit Wasser
Uberschichtet. Nach dem Auspolymerisieren des Trenngels wird das Wasser entfernt, der
Kamm zwischen den Glasplatten platziert und das Sammelgel auf das Trenngel gegossen. Die
Proteinproben werden mit 2 X Probenpuffer oder 4 x Roti-Load gemischt (1:1 bzw. 1:4) und
far 5 min. bei 95°C denaturiert, auf Eis abgekuhlt, kurz zentrifugiert und auf das Gel
aufgetragen. Die Elektrophorese erfolgt mit | x SDS-Laufpuffer bei 150 V, 500 mA. Im
Anschluld an die Elektrophorese wird das Polyacrylamidgel entweder mittels Immun-Blot
(Kap. 2.2.10) auf eine PVDF-Membran (Immobilon P, Millipore) Ubertragen oder mit
Coomassie R250 angefarbt. Die Entfarbung erfolgt mit Blitzentfarber innerhab von 1-2
Stunden oder UN mit UN-Entfarber. Das Gel kann in 2 % Essigsaure mehrere Wochen bis
Monate gelagert werden.
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2.2.10 Immun-Blot

10 x Blotpuffer: 58 g Tris 1 x Blotpuffer: 50 ml 10 x Blotpuffer
29 g Glycin 150 ml Methanol
3,79 SDS 300 ml ddH-0
ad 11 ddH»0

Proteine, die im Polyacrylamidgel elektrophoretisch aufgetrennt worden sind, kénnen im
Anschlul? an die Elektrophorese auf eine Nitrozellulosemembran Ubertragen werden (Immun-
Blot). Der Blot erfolgt semi-dry mit Hilfe einer von der Institutswerkstatt gebauten
Blotkammer. Dazu werden 2 Lagen Whatmanpapier 3MM 5 min. in 1 x Blotpuffer getrénkt
und auf die untere Graphitplatte der Apparatur aufgelegt. Auf das Whatmanpapier wird eine
far 5 min. in Methanol eingeweichte Immobilonmembran luftblasenfrei aufgelegt und mit
dem Polyacryl-amidgel bedeckt. Zwel Lagen fur 5 min. in 1 x Blotpuffer getrénktes
Whatmanpapier 3MM werden aufgelegt und die obere Graphitplatte angebracht. Der Blot
erfolgt fur 2 Stunden bei 30 V und 500 mA.

Immun-Blot-Detektion mit alkalischer Phosphatase-konjugierten Antikor pern:

Glycinpuffer: 0,1 M Glycin
1 mM ZnCl
1 mM MgCl,
pH 10

1x TBS/Tween (TBST): Zugabe von 0,1 % Tween 20 zu 1 x TBS

Die Membran, auf die durch Immun-Blot das Proteinmuster des Polyacrylamidgels Ubertragen
worden ist, wird fur die Durchfihrung eines Immun-Blots in 1 x Roti-Block in ddH,O
abgesittigt (mindestens 30 min. bis 1 Stunde bei RT oder UN bei 4°C). AnschlieRend wird sie
dreimal fur 10 min. mit 25 ml TBST gewaschen, bevor der erste Antikdrper (mono- oder
polyklonaler) in TBST (1:2000 verdunnt) zugegeben wird. Die Inkubation erfolgt fir
mindestens 2 Stunden auf dem Taumler bei RT. Hiernach wird die Membran dreimal fur 10
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min. mit 25 ml TBST gewaschen und der zweite Antikorper (z.B.: alkalische Phosphatase
gekoppelter Anti-Maus- oder Anti-Kaninchen- 1gG, 1:1000 in TBST verdinnt) zugegeben.
Nach einer Inkubation von 2 Stunden bei RT auf dem Taumler wird die Membran erneut
dreimal fur 10 min. mit 25 ml TBST gewaschen und in Glycinpuffer aquilibriert. Die
Detektion erfolgt durch Zugabe von 1 mg/ml BCIP. Die Stellen auf der Membran, die von den
ersten und zweiten Antikdrpern erkannt wurden, werden durch die Umsetzung des Substrates
BCIP durch die alkalische Phosphatase als blaue Banden (Niederschlag von Indigo) sichtbar.
Die Reaktion wird durch mehrmaliges Spulen mit Wasser abgestoppt. Die Membran wird
getrocknet und lichtdicht zwischen Whatmanpapier und Alufolie aufbewahrt.
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3 Ergebnisse

3.1 Strukturelle Genomanalysen und Genkartierung

3.1.1 Makrorestriktionsanalyse und Bestimmung der Genomgrofe von L.
monocytogenes EGD-e

Zur Makrorestriktionsanalyse der Genomgrof3e wurden aufgrund des relativ geringen G+C-
Gehaltes der DNA die GC-reichen 8 Erkennungsbasen umfassenden Restriktions-
endonukleasen Notl und Ascl verwendet. Genomische DNA von Listeria monocytogenes
EGD-e wurde nach Préparation in Agaroseblockchen mit jeder der beiden
Restriktionsendonukleasen verdaut und die resultierenden Fragmente anschlief3end mittels
PFGE aufgetrennt (Kap. 2.2.5). Diese Auftrennung erfolgte zur besseren Differenzierung der
einzelnen Fragmentgrofen unter zu Hilfenahme dreier verschiedener PFGE-
Auflésungsfenster (Kap. 2.2.5.8). Das WinCam 2.2 Programm diente der anschlief3enden
Anayse der erhaltenen Fragmentgroflen und Bandenmuster. Der Notl-Verdau resultierte,
mehrfach reproduzierbar, in 8 Fragmenten der Grof3en 1100 (NotA), 850 (NotB), 365 (NotC),
320 (NotD), 275 (NotE), 40 (NotF), 30 (NotG) und 20 (NotH) kb, wie aus Abb. 4 ersichtlich.

— 388
Not( =

—3395
NotD =

—291 = 485
NotE =—

zzz
77z
E&m
i

— 2425 — 231
— 942
— 655
— 1455

— 436
—97

0tF  — =485
0t —
otH

222

Abb. 4. PFGE-Auftrennung eines Notl Restriktionsverdaus genomischer DNA von L. monocytogenes
EGD-e. Dargestellt sind drei verschiedenen Auflésungsfenster (A, B, C). Die Namen der acht Notl
Fragmente sind am linken Rand jedes Bildes aufgefiihrt. Yeast Chromosome-, Lamba Ladder- und Low
Range PFG Marker dienten als GrolRenstandard (A2, B2 bzw. C2).
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Diese Fragmente summieren sich auf eine GesamtgenomgrofRe von 3000 kb. Der
Restriktionsverdau mit Ascl fihrte zu 11 Fragmenten von 860 (AscA), 470 (AscB), 410
(AscC), 360 (AscD), 320 (AscE), 250 (AscF), 110 (AscG), 80 (AscH), 50 (Ascl), 30 (Asc))
und 20 (AscK) kb GroRRe. Die Summe dieser Fragmente ergibt eine Gesamtgenomgrof3e von
2960 kb.

Auf der Grundlage dieser Daten liefd sich die Grofe des Genoms von Listeria monocytogenes
EGD-e Serotyp 1/2amit 3000 + 50 kb bestimmen.

3.1.2 Physkalische Kartierung des Chromosoms von L. monocytogenes EGD-e

3.1.2.1 Klonierung der 8 Notl-Schnittstellen des Chromosoms und deren flankierender
Bereichein den Plasmidvektor pGATA

Um die 8 genomischen Notl Fragmente innerhalb des
Chromosoms von L. monocytogenes EGD-e zu einer
vollstdndigen Genomkarte zusammen zu fligen, wurden

16kb » ale Notl-Schnittstellen des Genoms inklusive deren
1.0kb » B . . . B

flankierender Bereiche kloniert. Genomische DNA von
0.5kb —»

EGD-e wurde isoliert (Kap. 2.2.4.1) und anschlief3end
mit den Restriktionsendonukleasen Sau3Al (gatc) und
Tsp509! (aett) verdaut (Abb. 5). Ziel dieser Verdaue
war es, Fragmente von 500 bp bis 2 kb Grof3e zu
. erhalten, die sich in weiteren Schritten gut klonieren
C:nb'fmT_e:ée[;fjeaL:m?enSZT: Aclh e(rl)DuNnAd liefen. Eine Probe beider Verdaue wurde zur
Tsp5091 (2). Abschétzung  der  erhatenen  Fragmentgrofien
gelelektrophoretisch  aufgetrennt . Die erhaltenen
Sau3Al-Fragmente wiesen Groféen von 0,4 bis 2,5 kb auf, wahrend ein Tsp509I-Verdau 50 —
500 bp grof3e DNA-Fragmenten ergab.

Der néchste Schritt der Klonierungsstrategie (Abb. 6) bestand in einem Religationsschritt, in
dem jeder Verdau mit sich selbst ligiert wurde. Hierbei wurden Reaktiosbedingungen
geschaffen, die vorzugsweise zu monomeren zirkuldren Molekllen fihren und entsprechend
die Anzahl konkatemerer Ligationsprodukte minimieren sollten (Sambrook et a., 1978). Die
hieraus resultierenden Konstrukte wurden nach Aufreinigung mittels einer Phenol-
Chloroformextraktion mit Notl erneut linearisiert. Nur Molekule, die eine der 8 verschiedenen
Notl-Schnittstellen des Chromosoms von L. monocytogenes EGD-e enthielten, wurden auf
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diese Weise wieder linearisiert und konnten anschlief3end in die Notl-site des positiven

Selektionsvektors pPGATA QuanToxO kloniert werden.

chromosomale DNA
(EGD-¢)

¢ Sau3Al; Tsp509!

¢ Notl Notl ¢
S

Am
QO. ., v
S IS I_I_I
OO :
Ligation N
T7
N

¢ (Transformation, Plasmidisolierung)

DNA-Sequenzierung

Abb. 6: Strategie zur Klonierung der acht Notl Schnittstellen des EGD-e Chromosoms und deren

flankierender Bereiche mit Hilfe des positiven Selektionsvektors pGATA.
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3.1.2.2 Sequenzierung der klonierten Fragmente und Abgleich mit Datenbanken des
World Wide Web

Im Anschluss an ein Screening der rekombinanten Plasmide durch Restriktionsverdau mit
Notl fuhrte die automatische Sequenzierung zur komplette Nukleotidsequenz der Inserts bis
Zu jeder der beiden Sau3Al- (bzw. Tsp5091-) Schnittstellen jenseits der Notl-Schnittstellen.
Die Daten, die als Ergebnis der Sequenzierung von 18 Rekombinanten gewonnen wurden,
lieffen acht nicht-redundante rekombinante Plasmide zusammenfiigen, von denen jedes den
flankierenden Bereichen einer Notl-Schnittstelle des Listeria monocytogenes EGD-e
Chromosoms entsprach (Notl-1, Notl-2, ..., Notl-8, siehe Anhang). Sieben dieser Plasmide
entstammten der Sau3Al-Bibliothek, das achte ergab sich aus der Tsp509I1-Klonierung.

Mit Hilfe des , blastp*-Programms der nicht-redundanten Datenbank von NCBI wurden die
acht Notl-flankierenden Sequenzen auf Homologien zu bereits bekannten Sequenzen
Uberprift. Signifikante Homologien ergaben sich fir vier der acht Sequenzen in dieser
Datenbank. So wies die trandatierte Notl-4 Sequenz eine Homologie zu einem Protein auf,
das hypothetisch as ein Hamolysin charakterisiert worden ist, das sich in Helicobacter pylori,
Borrelia burgdorferi, Treponema pallidum, Streptococcus mutans, E. coli und anderen
Spezies findet. Demgegenuber war die Notl-5 Sequenz streng homolog zu der
Anfangssequenz einer |sopropylmalatisomerase aus Lactococcus lactis. Die Notl-7 Sequenz
konnte mit einem hypothetischen 84.1 kDa Protein in Beziehung gesetzt werden, das sich in
der hemY -gItT intergenetischen Region (ORFB) von Bacillus subtilis findet. Schliefdich wies
die Notl-8 Sequenz eine deutliche Homologie zu Proteinen des Ethanolamin-Stoffwechsels
von Salmonella typhimurium und E. coli auf. Keinerlei Ahnlichkeiten konnten jedoch fur die
Sequenzen Notl-1, Notl-2, Notl-3 und Notl-6 aufgedeckt werden.

Durch einen abschlieffenden Vergleich der 8 Notl-Sequenzen mit der Listeria-Datenbank
konnte dartber hinaus die genaue Position der klonierten Fragmente innerhalb dieser
Genomdatenbank ermittelt werden. Die Ergebnisse dieses Abgleichs sind in Tab.1 dargestellt.
Eine blastn-Suche der EGD-e-Notl-Sequenzen innerhalb der Genomsequenz von L. innocua
(Glaser et al., 2001) zeigten fur sechs der Notl-Sequenzen, fast Uber die gesamte Lange der
jeweiligen Sequenzen, stark homologe Bereiche mit Ubereinstimmungen von 88 bis 93 %,
wobe die spezifische Notl-Schnittstelle (gcggecge) nur noch in einem der sechs Féle
vorhanden war. Der Abgleich der Notl-1 und Notl-3 Sequenz mit dem L. innocua Genom lief3
im Gegensatz dazu keine spezifische Homologie fir die gesamten Sequenzldngen erkennen,
obwohl die spezifische Notl Schnittstelle fur Notl-3 vollstéandig innerhalb einer 340 kb langen,
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und zu 87 % homologen Sequenz, im L. innocua Genom nachweisbar war.

Ein &hnliches Bild zeigte sich beim Abgleich der Sequenzen mit dem Genom von L.
monocytogenes 4b (www.tigr.org). Fir sechs der acht EGDe-Notl-Sequenzen fand sich eine
deutliche Homologie tiber die vollstandige Sequenzlange mit Ubereinstimmungen von 84 bis
96 %. In drei dieser sechs Félle waren zudem die spezifischen Notl Schnittstellen
nachweisbar. Im Gegensatz dazu konnten die beiden Sequenzen Notl-2 und Notl-3 innerhalb
des L. monocytogenes 4b Genoms keinem spezifischen Bereich as homolog zugeordnet
werden. Die hier beschrieben Daten veranschaulicht Tab. 1 in einem Uberblick.

L. monocytogenes EGDe (1/2a) L. monocytogenes 4b Genom L. innocua Genom
Notl-Sequenzen
Notl SS Notl SS
Name Lange Ubereinstimmungen (gcggeege) Ubereinstimmungen (geggeegc)
+- +/-
Notl-1 924 bp 842 /924 (91 %) Getgetge 440 | 504 (87 %) -
Notl-2 1072 bp - - 985 / 1072 (92 %) geageege
Notl-3 996 bp - 297 / 340 (87 %) +
Notl-4 430 bp 411/ 430 (95 %) + 359/ 430 (83 %) getgetge
Notl-5 1121 bp 1032/ 1121 (92 %) gctgetge 993/1118 (88 %) geegctge
Notl-6 506 bp 486 / 506 (96 %) + 410/ 500 (82 %) gtggacggy
Notl-7 765 bp 7271765 (95 %) + 680/ 747 (91 %) +
Notl-8 255 bp 215/ 255 (84 %) geegetge 212/ 255 (83 %) geegetge

Tab. 1: Abgleich der L. monocytogenes EGD-e Notl Sequenzen mit den Genomsequenzen von L. inncua
und L. monocytogenes 4b

3.1.23 Generierung DIG-markierter Sonden fur die acht Notl-Bereiche des
Chromosoms von L. monocytogenes EGD-e

Die erhaltenen Sequenzen der flankierenden Bereiche aller acht Notl-Schnittstellen des
Chromosoms von L. monocytogenes dienten zur Auswahl spezifischer Oligonukleotide, um
jeden dieser DNA-Abschnitte zu amplifizieren. Die einzelnen Primer, und die als Vorlagen
dienenden Sequenzen inklusive deren Lange und Accesssion Numbers, kdnnen der Tabelleim
Anhang entnommen werden; Abb. 7 zeigt die acht Sonden a's Ergebnis einer Test-PCR mit
diesen Oligonukleotiden. Die Sonden wurden wie unter 2.2.6.2 beschrieben im Rahmen einer
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PCR gewonnen und fur die anschlief3ende Southern-Blot-Hybridisierung verwendet.

Abb. 7: Notl Sonden Notl-1* bis Notl-8*; PCR zur Darstellung der unterschiedlichen Sondenlangen. Als
DNA-GroRenstandard diente der 1 kb-DNA Ladder.

3.1.24 Anordnung der acht Notl-Fragmente durch Southern-Blot-Hybridisierung und
Erstellung einer physikalischen Karte

Zwei CHEF-Gele wurden unter den optimalen Laufparametern fir die Auftrennung eines
Notl-Verdaus genomischer L. monocytogenes EGD-e DNA gestartet und nach Beendigung
des Gellaufes dokumentiert (Abb. 8 zeigt beispielhaft das Gelbild im Fenster 2).

)-)-)):aa_au*l

Abb. 8: PFGE eines Notl Verdaus genomischer DNA von L. m. EGD-e (Spur 1-4) im Aufldsungsfenster 2.
Spur 5: Lambda Ladder PFG Marker. Weiter verwendung dieses Gels zur Southern Blot Hybridisierung.
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Die beiden Gele wurden jeweils nur mit vier halben Agarosebldckchen desselben
Préparationsansatzes von genomischer EGD-e DNA bestlickt, wobel an einer Seite aul3en ein
DNA-Grofenstandard mitgeftihrt und dann ein je einspuriger Abstand zwischen den einzelnen
Proben eingehalten wurde. Dies sollte die anschlief3ende Trennung der einzelnen Spuren
voneinander fur die folgenden Hybridisierungsschritte erleichtern. Nach weiterer Behandlung,
wie unter 2.2.6.1 dargelegt, wurde das Gel entsprechend auf eine Nylonmembran geblottet,
die einzelnen Spuren gekennzeichnet und voneinander abgetrennt. Je en
Nylonmembranstreifen diente daraufhin zur Hybridisierung mit einer Notl-Sonde. Durch
Detektion jewells zweier korrespondierender Fragmente, die beide mit der gleichen Sonde
hybrididsierten, konnten schlief3dlich ale 8 Notl-Fragmente zusammengefiigt werden (Abb.
10). Daraus ergab sich eine vollstandige physikalische Karte von L. monocytogenes EGD-¢,
die verdeutlicht, dass dieses Bakterium ein einzelnes Ring-Chromosom beinhaltet, in dem
sich die acht Notl-Fragmente, wie in Abb. 9 angegeben, anordnen.

inIFDE

Virulenz-
genkluster

L. monocytogenes
EGD-e

3.000 kb
Not A - 1,100 kb

NotB - 850kb
NotC- 365kb
Notl-4 NotD- 320kb
NotE - 275kb
Not F - 40 kb
_ NotG-  30kb
ITPA Notl-5 NotH-  20kb

Abb. 9: Physikalische und genetische Karte des Chromosoms von L. monocytogenes EGD-e. Die genaue
Lokalisation der kartierten Virulenzgene ist durch Dreiecke gekennzeichnet. Die Abstande (in kb)
zwischen diesen Loci sind innerhalb des Kreises aufgefiihrt.
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A B

Nofll*  NotL2*  Notl3*  Notld4* Nofl5* Notl-6*  Notl-7*  NotL-8*

“+— NotA+B
+— NotA+B
-+— Not C
«— NotD +— Not C
+— NotD
+— NotE
+— Not E
4+— NotF
3= NotG +— NotF
Not H +— Not G
T NotH
Sonde  Notl-l*  Notl-4* Notl-5* Notl-8*  Notl-1*
Spur 1 2 3 4 5

-+— NotA
“— NotB

«— 820kb

+— NotC

«— NotD

*= NotE
-+— 180 kb
“— 100 kb

«+— NotF

-+— Not G

*+— NotH

Abb. 10:

A) Rontgen-Detektion nach Southern Blot Hybridisierung von Notl Verdaus genomischer L. m. EGD-e
DNA mit den Sonden Notl-1*, Notl-2*, Notl-3* und Notl-4*. Jede Sonde hybridisierte mit zwei
verschiedenen Notl Fragmenten (Not A bis Not H); Not A und Not B hier noch nicht zu differenzieren.
B) Entsprechend Abb. 7A, jedoch mit den Sonden Notl-5* bis Notl-8*.

C) Spur 1 —4: Genaue Differenzierung der Signale der Fragmente Not A und Not B nach Hybridisierung
mit den Sonden Notl-1*, Notl-4*, Notl-6* und Notl-8*. In Spur 5 diente die Hybridisierung von Notl
verdauter genomischer DNA der Deletionsmutante PprfABox(inlAB)DinlFDE mit Notl-1* der genauen
Orientierung desNot A Fragmentsinnerhalb der Genomkartevon L. m. EGD-e.
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3.1.3 Kartierungvon Virulenzgenen auf dem Chromosom

Bis heute sind drei verschiedene Gen-Kluster fur L. monocytogenes beschrieben worden, die
fur einzelne Virulenzfaktoren kodieren; zu diesen z&hlen zum einen der prfA-plcA-hly-mpl-
actA-plcB-Bereich sowie die inlAB- und inlFDE-Gene auf dem Chromosom von L.
monocytogenes (Vasquez-Boland et al., 2001). Fir zwei weitere Gene, flaR und irpA, konnte
eine Assoziation mit der Virulenz nachgewiesen werden; diese sind jedoch als individuelle
Gene auf dem Chromosom von L. monocytogenes EGD-e organisiert Ein Ziel dieser Arbeit
war es, die genaue Lokalisation dieser Genorte auf dem Chromosom und ihre relative
Anordnung zueinander zu bestimmen. Um dies zu erreichen, wurden Deletionsmutanten von
L. monocytogenes EGD-e verwendet, bel denen kinstliche Notl-Schnittstellen in die Gene
aller oben erwédhnten Loci eingebracht worden waren, um auf diese Weise isogene Mutanten
von EGD-e mit neuen Notl-Schnittstellen auf dem Chromosom zu erhalten. Die Herstellung
dieser Deletionsmutanten von EGD-e ist unter 2.2.3 ausfuhrlich dargelegt.

Im elnzelnen handelte es sich um folgende Deletionsmutanten (Kap. 2.1.1):

PprfABox(inlAB)
DactA-plcB
DinlFDE

DirpA3

DflaR

3.1.3.1 Notl-Restriktionsverdau und PFGE-Analyse genomischer DNA verschiedener
L. monocytogenes EGD-e -Deletionsmutanten

Notl-Verdaue der in Agarose eingebetteten genomischen DNA aller dieser Deletionsmutanten
zeigten nach PFGE Auftrennung dasin Abb. 11 dargestellt Ergebnis.
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A B
b 5y}
1120
1120 = 015
015 915
815 -
745 — 745
680 — 680
555
555 — iiﬁ
= -
205 — 205
o — 225
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Abb. 11: PFGE Notl verdauter genomischer DNA
funf ver schiedener EGD-e Deletions-mutanten.
Bild A und B entsprechen dem Aufldsungsfenster
1, Bild C entspricht Fenster 2.

A2& C2: PprfABox(inlAB)

A3& C3: DirpA3

A4 & C4: DactA-plcB

B2& C5  DinlFDE

B3& C6: DflaR

A5, B4, C6: EGD-eWildtyp

Al& Bl. Yeast Chromosome PFG Marker
CL Lambda Ladder PFG Marker

Auf diese Weise konnten die einzelnen Gen-L oci
den jeweiligen Fragmenten Not A bzw. Not B
zugeor dnet wer den.
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Das Fragmentmuster des Stammes DactA-plcB wies zwel neue Notl-Fragmente von 760 und
340 kb Grof3e anstelle des urspriinglich 1100 kb grof3en NotA Fragments auf, so dass das
Virulenzgen-Cluster von L. monocytogenes EGD-e auf dem NotA Fragment lokalisiert
werden konnte. In dhnlicher Weise konnten das inlAB Operon und das inlFDE Operon
ebenfalls dem NotA Fragment zugeordnet werden, da der Verdau genomischer DNA des
Stammes PprfABox(inlAB) das NotA Fragment auch in zwel neue Fragmente teilte, in diesem
Falle jedoch mit den Gréfen 1000 und 100 kb; das Bandenmuster des Stammes DinlFDE
ergab zwel neue Fragmente, die 820 und 280 kb umfaldten und gleichfalls aus dem NotA
Fragment hervorgingen. Im Gegensatz zu den oben beschriebenen drei Genen konnten irpA
und flaR auf dem NotB Fragment lokalisiert werden. Die Makrorestriktion der DirpA3-
Mutante ergab zwei neue Fragmente von 650 und 200 kb Groéfe anstelle des ehemaligen 850
kb grofRen NotB Fragments, wahrend der Notl Verdau genomischer DflaR-DNA zu je eéinem
600 und 250 kb grof3en neuen Fragment fihrte, die zusammen das urspringliche NotB
Fragment reprasentierten.

3.1.3.2 Genkartierung der funf Gen-Loci auf der chromosomalen Karte und
Bestimmung der relativen Lage dieser L oci zueinander

Um die Orientierung der drei Gen-Loci auf dem NotA Fragment zu bestimmen, wurden drei
Doppel-Deletionsmutanten  generiert, die alle mdglichen Kombinationen der oben
beschriebenen Mutationen représentieren. So entstanden durch Einfiihrung der DactA-plcB-
Deletion bzw. der PprfABox(inlAB)-Deletion in den Mutantenstamm DinlFDE die
Doppel mutantenstdmme DactA-plcBDinlFDE bzw. PprfABox(inlAB)DIinIFDE. In &hnlicher
Weise wurde der neue Stamm PprfABox(inlAB)DactA-plcB durch Einbringung der DactA-
plcB-Deletion in den Stamm PprfABox(inlAB) generiert. Dartiberhinaus wurde eine dritte
Deletion (DinlFDE) in den letztgenannte Doppel mutantenstamm eingeftihrt, was zu dem
Trippelmutantenstamm PprfABox(inlAB)DactA-plcBDinlFDE fihrte. Ziel war es, mit Hilfe
der verschiedenen Bandenmuster nach einem Notl Verdau all dieser mutierten Stamme, die
exakte Anordnung der drei auf dem NotA Fragment lokalisierten Gene kombinieren zu
koénnen. Notl Verdau und Auftrennung der Fragmente aler aufgeftihrten Stdmme ergab dasin
Abb. 12 dargestellte Bild. Wiederum dienten die beiden unterschiedlichen Auflésungsfenster
1 und 2 einer optimalen Bestimmung der Grofden aller erhaltenen Fragmente. Jeder Notl
Verdau der genomischen DNA aler drei Doppelmutanten lief? drei neue Notl-Fragmente
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anstelle des 1100 kb grof3en NotA Fragments erkennen, wobei die Lange der einzelnen
Fragmente den Abstéanden zwischen den verschiedenen Gen-Loci entsprechen musste. Der
Notl Verdau der Trippeldeletionsmutante diente der Bestdtigung dieser Daten, indem sich
hiernach vier neue Fragmente nachweisen lief3en, die zusammen dem ehemaligen NotA
Fragment entsprachen. Die Kombination all dieser Verdaus erlaubte es schlief3lich, die drei
Gene ihrer exakten Lage entsprechend auf dem NotA Fragment anzuordnen. Demzufolge
ergab sich ein Abstand von 180 kb zwischen dem inlAB- und dem inlFDE-Locus, sowie eine
Distanz von 60 kb zwischen dem inlFDE-Locus und dem Virulenzgenkluster (vgc) prfA-
plcA-hly-mpl-actA-plcB. Um das gesamte NotA Fragment in der korrekten Orientierung in
die physikalische Karte einfigen zu konnen, wurde ein Verdau genomischer DNA der
PprfABox(inlAB)DinlFDE Mutante mit der Notl-1* Sonde hybridisiert. Das Ergebnis dieses
Southern-Blots ist in der rechten &uf3eren Spur in Abb. 10C zu sehen und lief3 zwel Signale
erkennen. Eines dieser beiden Signale konnte dem NotC Fragment zugeordnet werden,
wéhrend das zweite eindeutig auf das 100 kb grofde, dem NotA Fragment zuzuordnende,
Fragment hinwies. Mit Hilfe dieses Experiments konnte das NotA Fragment, wie in Abb. 9
dargestellt, in die physikalische Karte des EGD-e Chromosoms eingebracht werden.

— 388
-339,5
=291

2415

— 1455
-97

-
A
A
A
A

— 48,5

Abb. 12: PFGE Notl verdauter DNA dreier Doppeldeletionsmutanten und einer Tripeldeletionsmutante
desL. m. Wildtpys EGD-e.

1: PprfABox(inlAB)DactA-plcB, 2: PprfABox(inlAB)DinlFDE, 3: DactA-plcBDinlFDE,

4: PprfABox(inlAB)DactA-plcBDinIFDE, 5. EGD-e, 6: Lamda Ladder PFG Marker. Die zusitzlichen
Banden, die aus den klnstlich eingefiigten Notl Schnittstellen resultieren und Fragementen der Grof3e
280, 240, 180, 100 und 60 kb entsprechen, sind mit Pfeilen markiert.
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Die relative Lage der irpA und flaR Gene zueinander wurde ebenfalls mit Hilfe der Southern
Blot-Hybridisierung bestimmt. Notl Verdaus von in Agarose eingebetteter genomischer DNA
jeder Mutante wurden auf eine Nylonmembran transferiert und die beiden flankierenden
Sonden des NotB Fragments, Notl-5* und Notl-8*, fir die Hybridisationsanalyse verwendet.
Mit dieser Strategie konnte gezeigt werden, dal3 das 250 kb Fragment, das im Notl Verdau der
DflaR-Del etionsmutante zu sehen war, mit der Notl-8* Sonde hybridisierte, wahrend das 200
kb Fragment aus dem Notl Verdau der DirpA3-Deletionsmutante mit der Notl-5* Sonde
hybridisierte. Umgekehrt ergab die Hybridisierung des 600 kb DflaR-Fragments mit der Sonde
Notl-5*, und die des 650 kb DirpA3-Fragment mit der Notl-8* Sonde, ein Signal bel der
anschlief3enden Entwicklung des Réntgenfilmes. Die Ergebnisse dieser Hybridisationsanalyse
zeigt Abb. 13. Somit ergab sich zwischen den beiden auf NotB liegenden Fragmenten ein
Abstand von 400 kb.

Mit Hilfe all dieser gewonnenen Daten wurde schliefdlich die in Abb. 9 dargestellten
physikalische und genetische Karte des Chromosoms von Listeria monocytogenes EGD-e
Serotyp 1/2a konstruiert.

Notl-5* Notl-8*

1
MrpA3 MR AspA3 AflaR

< s00tew 6s0kbsNote)  ADD. 13 Roéntgen-Detektion nach Southern Blot
Hybridisierung Notl verdauter DNA der mutierten

< o Stamme DirpA3 und DflaR mit den Sonden Notl-5*

+ NotE und Notl-8*. Dies ermdglichte die genaue
2 aus
b (e Kartierung des Not B Fragments. Das 650 kb

Fragment der DirpA3 Mutante und das 600 kb

4 200 kb (ausNot B)

Fragment von DflaR laufen in diesem

Auflésungsfenster anndhernd auf der gleichen
Hohe.
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3.2 Funktionelle Genomanalysen und Komplementationsexperimente

3.2.1 Klonierung grof3er, funktioneller chromosomlaler DNA-Abschnitte mit Hilfe des
BAC-Systems

In dieser Arbeit kam das von Shizuya et al. (1992) entwickelte BAC-System (bacterial
artificial chromosome), ein bakterielles Klonierungssystem fir die Kartierung und Analyse
komplexer Genome, zur Anwendung. BAC-Vektoren wurden mit dem Ziel entwickelt, die
Klonierung grof3er (> 100 kb) DNA-Regionen und deren anschlief}ende Stabilitdt innerhalb
des entstandenen Konstrukts in der E. coli Wirtszelle zu gewéhrleisten. Ihre Stabilitét und die
leichte Manipulation der BACs in nachfolgenden Analyseschritten haben diese Vektoren fir
die Konstruktion von Genbanken verschiedener mikrobieller, pflanzlicher und tierischer
Genome zunehmend beliebter gemacht. Im Gegensatz zu Plasmiden, die zur Klonierung
weniger Kilobasenpaare umfassender DNA-Fragmente verwendet werden, wie zum Beispiel
die pUC-Vektoren (Yanisch-Perron et al., 1985), leiten sich bakterielle VVektoren, mit deren
Hilfe grofe (£ 300 kb) DNA-Fragmente kloniert werden sollen, von Molekilen ab, die
gewohnlich lange DNA-Regionen replizieren und auf der Grundlage von low copy replicons
in einer sehr niedrigen Kopienzahl innerhalb der Zelle gehalten werden (Rondon et al., 1999).
Der in dieser Arbeit verwendete BAC-Vektor pBeloBAC11 (Shizuya et al., 1992) und der von
diesem abgeleitete pUvBBAC (diese Arbeit) wurden auf der Basis des single-copy-Sex-
Faktors F von E. coli entwickelt. pBeloBAC11 ist ein mini-F-basierter BAC-Vektor der
zweiten Generation, der Uber das lacZa verflgt, so dass positive Rekombinanten anhand der
ublichen Blau-weil3-Selektion identifiziert werden kénnen, wenn die Kolonien auf X-gal
Selektionsplatten unter Zugabe des Induktors IPTG bebritet werden Das cat Gen dient
dartber hinaus der Selektion transformierter Klone. Wesentlich zur Regulierung seiner
eigenen Replikation sowie zur Kontrolle der Kopienzahl sind die auf dem F Faktor codierten
Gene. Das oriS und RepE gewdhrleisten die unidirektionale Replikation des F Faktors,
wéhrend SopA und SopB das Plasmid stabil in einer Kopienzahl von ein bis zwei pro Zelle
halten. Eine ausfuhrliche Karte von pBeloBAC11 ist im Anhang zu finden.

3.2.1.1 Restriktionsverdau genomischer DNA von L. monocytogenes EGD-e mit Hindl 1|
und Fragmentauftrennung mittels PFGE
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Da der BAC-Vektor pBeloBAC11 Uber die beiden Klonierungsstellen BamHI und Hindlll
verfugt, wurden Testverdaus genomischer DNA von Listeria monocytogenes EGD-e mit
diesen beiden Restriktionsendonukleasen und verschiedenen Enzymmengen durchgefihrt, um
die daraus resultierenden FragmentgrofRen mittels PFGE abschéatzen zu kdnnen. Die DNA
wurde wie unter 2.2.7 beschrieben prapariert, verdaut und aufgetrennt.

Konstruiert werden sollten zwei BAC-
Genbanken mit unterschiedlich grof3en
Insertionen genomischer L. monocytogenes
EGD-e DNA: ene erste BAC-Bank mit
Fragmentgrofden von ca. 25 — 50 kb und eine
weitere, die Fragmentgrof3en von ca. 60 —
140 kb umfassen sollte. Die Testverdaus mit
Hindlll (Abb. 14) entsprachen am ehesten
diesen gestellten Forderungen, so dass die
Folgeversuche ausschliefdlich mit diesem
Enzym durchgeftihrt wurden. Nach mehreren

1 2 3 4 5 @6

7

8
=
.
-
-
-
-

- B5kh
+—231 kb

Abb. 14: PFGE der Hindlll Verdaus von vier

Agarosebléckchen mit genomischer EGD-e DNA.
3. 5 Units, 4: 10 Units, 5: 20 Units, 6: 30 Units,

1 & 8. Lambda Ladder PFG Marker. 2 & 7: Notl
Verdau genomsicher EGD-e DNA.

Vorversuchen wurden schlief@dlich  die
optimalen Verdau-Parameter fUr die beiden
BAC-Klonierungen festgel egt:

BACI-Bank (25 - 50 kb):

Von insgesamt funf Bloéckchen mit isolierter genomischer DNA von L. monocytogenes
wurden zwel mit 2,5 U, zwel weitere mit 5 U und das letzte mit 10 U HindIll bei 37 °C fir je
2 Stunden inkubiert. Der anschlief3ende 1. PFGE-Lauf dauerte 15 Stunden, bei Pulszeiten von
1 — 12 Sekunden ansteigend und einer Feldstarke 6 V/cm; der Laufpuffer wurde dabei stéandig
auf 12 °C gekihlt.

BACI1-Bank (60 - 140 kb):

In diesem Fall wurden alle funf préparierten Blockchen mit je 2,5 Units Hindlll fdr nur 1
Stunde bel 37 °C inkubiert. Fir den sich anschlief3enden 1. PFGE-Lauf galten die gleichen
Laufparameter wie fur die BAC I-Bank.
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3.2.1.2 Extraktion von DNA-Fragmenten definierter Grole aus dem PF-Gel durch
Agaraseverdau und Klonierung in pBeloBAC11

Die jewells interessierenden Bereiche

grofie Tasche : T
R — Ir wurden, wie unter 2.2.7.3 ausfiuhrlich

beschrieben, aus dem ersten CHEF Gel
dreiteilig (oben, mitte unten) exzidiert
(Abb. 15) und in ein zweites vorbereitetes
Gel geladen. Fir diesen zweiten Gellauf
galten die folgenden Parameter:

Eine fixe Pulszeit von 5 Sekunden, eine
Feldstarke von 4 V/cm und eine konstant
bei 12 °C gehaltene Temperatur des
Laufpuffers. Fir die BACI-Bank dauerte
der Lauf 16 und fur die BACII-Bank 17
Abb. 15: Hindlll Verdau von funf Agarose- Stunden. Nach Exzision der aufgetrennten
bléckchen mit genomischer EGD-e DNA, die in DNA-Fragmente und anschlieRendem

eine grol3e gemeinsame Geltasche geladen wurden.
Verwendete Enzymmengen: 2 x 2,5 Units, 2 X 5 Gelase Verdau wurden 20 m der DNA

und 1 x 10 Units. Dokumentiert ist hier die Probe auf ein  Standardagarosegel
dreiteilige Exzison eines Bereiches 25-50 kb gegeben, um so die Ausbeute an DNA

groBer  Fragmenten. LR: Low Range PFG  peyrteilen zu konnen. Daraufhin wurden
Marker. 50 ng DNA des Vektors pBeloBACL,
der zuvor ebenfalls Hindlll verdaut und anschlief3end mit Alkalischer Phosphatase behandelt
und mittels Phenol-Chloroform-Extraktion aufgereinigt worden war, zu je 218 ml des Gelase-
verdauten Ansatzes genomischer DNA-Fragmente gegeben. Damit ergab sich, nach weiterer

Zugabe der Ligase und des dazugehdrigen Ligasepuffers, ein 250 mi Ligationsansatz, der dann
bei 14 °C fur 3 Tage inkubiert wurde (Kap. 2.2.7.5). Schliefdich wurden elektrokompetente
Zellen des Laborstammes DH10b mit diesen Ligationsansétzen transformiert, wobei je 2,25 ni
jedes Ligationsansatzes auf 30 m Zellen gegeben wurden. DH10b wird Ublicherweise as
Wirtsorganismus bel dieser Art von Klonierungen verwendet, da er sich sehr gut mit
grodmolekularer DNA transformieren |a% und zudem Uber einen im Hinblick auf
Rekombination, Restriktion und Modifikation glinstigen Genotyp verfigt (Sheng et al., 1995).
Die Elektroporation verlief entsprechend der Angaben unter 2.2.6.5, wobei festzustellen ist,
dal} der Ligationsansatz direkt, d.h. ohne einen vorherigen entsalzenden Diayseschritt, zur
Elektroporation eingesetzt wurde, was problemlos mdéglich war.
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Die positiven Transformanten konnten nach Inkubation bei 37 °C auf speziellen
Selektionsplatten (LB,20 Cm, X-gal, IPTG) mit Hilfe der klassischen Blau-weil3 Selektion
vorlaufig identifiziert werden. Dabel ergaben sich fur die einzelnen BAC-Genbanken die
folgenden Raten an positiven Klonen, jeweils aufgeteilt nach den Bereichen ,,oben”, , mitte*
und ,,unten“, wobei in beiden Fallen, wie oben aufgefiihrt, je 2,25 m Ligationsansatz auf 30 m
DH10b Zellen gegeben wurden:

BACI-Bank: »oben* (40 — 50 kb): 650 Klone
»mitte* (30 —40 kb): 2000 Klone
»unten* (20 — 30 kb): 350 Klone

BACII-Bank: »oben® (110 — 140 kb): 70 Klone
,mitte” (80 — 110 kb): 180 Klone
»unten® (60 — 80 kb). 50 Klone

Die Anzahl der Klone der BACII-Bank fir die drei Bereiche betrug im Mittel 11,4 % der Rate
der BACI-Klonierung:

,oben’: 10,8 % (70 / 650)
, mitte*: 9,0 % (180 / 2000)
,unten®: 14,3 % (50 / 350)

Auf diese Weise wurden zwei BAC-Genbanken des Genoms von Listeria monocytogenes
EGD-e generiert (BACI und BACII); die Grole der jeweils in ihnen enthaltenen DNA-
Fragmente wurden in den folgenden Schritten untersucht.

3.2.1.3 Uberprifung der FragmentgroRen beider BAC-Genbanken mittels BAC-
I solierung und anschliel3ender PFGE-Analyse

Um die Insertgrof3en der beiden BAC-Banken zu bestimmen, wurden je 1,5 ml einer
Ubernachtkultur, wie unter 2.2.7.7 beschrieben, zur Isolierung der rekombinanten BACs
eingesetzt. AnschliefRend wurden je 5 ml des in 15 ml ddH20 resuspendierten Ansatzes zu
einem EcoRI- bzw. Notl-Verdau eingesetzt und daraufhin aufgetrennt. Abb. 16 zeigt
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beispielhaft fur diese Préparation die Ergebnisse fur die BACI-Bank. Hierbel war deutlich zu
erkennen, dass grof3e klonierte Fragmente chromosomaler DNA von Listeria monocytogenes
EGD-e in eine Vielzahl kleiner EcoRI-Fragmente zerteilt worden waren. Da der Vektor
pBeloBAC11 Uber zwel die mcs flankierende Notl Schnittstellen verfugt, lief3en sich die
klonierten Fragmente mittels eines Notl-Verdaus komplett aus dem Vektor exzidieren. Das
Ergebnis dieses Verdaus zeigen Abb. 16C und Abb. 17.

Abb. 16: EcoRI und Notl Verdau von 22 Klonen der BACI-Bank zum Test auf I nserts.
M: 1 kb DNA Marker; LR: Low Range PFG Marker; K: Kontrolle (pBeloBAC11).

Fur die BACI-Bank errechnete sich zum einen aus der Summe der verschiedenen EcoRI
Fragmente wie auch durch Bestimmung der Notl-FragmentgrofRen anhand des PF-Gels eine
durchschnittliche Grofe der Fragmente von ca. 25 bis 50 kb. Der Anteil der im PCR-Test
positiven Klone war 100 % und verdeutlichte damit die hohe Effektivitdt der klassischen
Blau-weil3 Selektion in diesem Klonierungsmodell, da ausschliefdlich weil3e Klone zur BAC-
Isolierung eingesetzt wurden. Der Vortell dieser BAC-Isolierungsmethode lag eindeutig in
ihrer Schnelligkeit und leichten Handhabbarkeit, so dass ein Screening einer grof3en Anzahl
von Klonen in relativ kurzer Zeit und effektiv moglich war. Auf gleiche Weise konnten fir
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die BACII-Bank Fragmentgrof3en von ca. 60 bis 140 kb aufgezeigt werden.

Die BACI-Bank fand aufgrund ihrer zahlreich positiven Klone und ihrer gilnstigen
FragmentgrofRen von 25 — 50 kb eine wichtige Anwendung im Rahmen des Listeria-
Genomprojektes, das von einem europaischen Konsortium im Anschluss an diese Arbeit
durchgefihrt wurde.
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Abb. 17: PFGE Auftrennung eines Notl Verdaus der rekombinanten Konstrukte aus 22 Klonen der
BACI-Bank zur Bestimmung der genauen Insert-Grof3en. M: 1 kb DNA Marker; LR: Low Range PFG
Marker; K: Kontrolle (pBeloBAC11).

3.22 Herstellung eines ShuttleeBAC-Vektors (pUvBBAC) fiur Gram positive und
Gram negative Bakterien — Skizzierung des experimentellen Protokolls

3.2.2.1 Konstruktion des BAC-Vektors pUvBBAC auf der Grundlage der Vektoren
pBeloBAC11 und pSOG7 und Expression in DH10b

Da das BAC-System die Klonierung grof3er funktioneller DNA-Abschnitte ermoglicht, war es
ein weiteres Ziel dieser Arbeit, einen Shuttle-Vektor mit einem um den Gram positiven
Bereich erweiterten Spektrum auf der Basis eines herkébmmlichen BAC-Vektors zu

generieren, um anschliefend Komplementationsversuche zwischen pathogenen und
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apathogenen Listeria Stdmmen durchfihren zu kénnen. Das deutlich erweiterte Spektrum
eines solchen shuttle-Vektors macht ein solches Konstrukt besonders fur Untersuchungen im
Rahmen der funktionellen Genomik interessant. Vor alem die molekularbiologischen
Analysen an Gram positiven Organismen, wie z.B. Listeria spp., kdnnten erleichtert werden,
da ein rekombinantes Konstrukt jederzeit problemlos in einem E. coli-Laborstamm repliziert

und analysiert werden konnte.

Zur Konstruktion des Shuttle-BAC-Vektors wurde ein 4,3 kb grof3es Fragment amplifiziert,
das Uber ein Erythromycin Resistenz Gen, ermC, sowie Uber die Replikationselemente (oriR,
repR und copR) von pIP501 aus Streptococcus agalactiae verfugt. Wahrend das oriR den
Ausgangspunkt der DNA-Synthese darstellt, regelt RepR den Start der Replikation des
Plasmids. Demgegeniiber hat copR einen negativ regulierenden Einfluss auf die Kopienzahl
des Plasmids. All diese Faktoren ermdglichen plP501 ein ausgedehntes Wirtsspektrum in
Gram positiven Erregern (Staphylococcus, Streptococcus, Bacillus, Listeria) und sorgen fir
eine niedrige Kopienzahl des Plasmids von 5 bis 10 pro Zelle. Der Plasmidvektor pSOG7
(Otten, 2001) diente als Grundlage der PCR-Amplifizierung des beschriebenen 4,3 kb grofien
DNA-Fragments mit den Oligonukleotiden U23(Xhol) und U24(Xhol). Das gewonnene
DNA-Fragment wurde anschlief3end in den pCR-XL-Topo Cloning Vektor kloniert (Kap.
2.2.4.7). Mit diesem Ligationsansatz wurden der Laborstamm InvaF durch Hitzeschock
transformiert und die Zellen anschlief?end auf LB 50 Km-Selektionsplatten ausplattiert. Ein
PCR-Screening von 23 Klonen unter zu Hilfenahme der o. g. Oligonukleotide ergab ein
ausnahmsl os positives Ergebnis. Zwei der positiven Klone wurden fiir eine Ubernachtkultur in
LB 50 Km angesetzt, aus der am néchsten Tag das rekombinante Plasmid isoliert werden
konnte. Da das 4,3 kb grof’e DNA-Fragment von zwei durch die spezifischen Primer
angehéngten Xhol Schnittstellen flankiert wurde, konnte es nach einem Xhol Verdau mit
pBeloBAC11 ligiert werden. Dieser Ligationsansaiz diente zur Elektroporation des
Laborstamms DH10b (Invitrogen) unter den folgenden Parametern: 1,1 kV, 200 Wund 25 nt.
Die transformierten Zellen wurden anschlieffend auf LB 20 CM 300 Em X-gd
Selektionsplatten ausplattiert.

3.2.2.2 Uberprifung des neuen Konstrukts mit PCR und Restriktionsverdau;
Bestimmung der relativen Orientierung des neuen ori

Funf Klone wurden mittels PCR auf das Vorhandensein des DNA-Fragments aus pSOG7
getestet, wobel die bereits unter 3.2.2.1 aufgefuhrten Oligonukleotide zur Anwendung kamen.
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Nachdem dieser erste Test fur vier Klone
positiv ausfiel (Abb. 18), wurde die relative
Orientierung des klonierten  Fragments
innerhalb des neuen BAC-Konstrukts
bestimmt. Zu diesem Zweck wurden
Restriktionsverdaue mit Xhol, BamHI, Hindlll
und Kpnl durchgefihrt. Mit Hilfe der nach
diesen Verdauen erhaltenen unterschiedlichen
Fragmentgrofien konnte, vor dem Hintergrund
der bekannten Schnittstellen im  neuen
Plasmid, die Orientierung des Fragments
innerhalb des Vektors fur alle vier getesteten

Abb. 18: PCR Test des neuen pUvBBAC

K onstruktes auf das Vorhandensein des 4,3 kb Konstrukte bestimmt werden. Bei den Klonen
Fragments aus pSOG7. 1-5: Klone 1-5; M: 1 kb 1 und 3 war das Fragment entgegen der
DNA Marker; K: Kontrolle: pSOG7. Leserichtung des cat Gens des urspriinglichen

Vektors pBeloBAC11 eingesetzt worden. Eine
in Bezug auf dieses Gen gleichsinnige Orientierung konnte fur die Konstrukte der Klone 2
und 4 gezeigt werden.

Die Ergebnisse dieser Tests bestétigten so die erfolgreiche Konstruktion des Shuttle-V ektors
pUVBBAC as Hybrid des BAC-Vektors pBeloBACl1ll und eines Fragments des
Plasmidvektors pSOG7. Die weiteren Experimente wurden mit einem der bezlglich des cat-
kodierenden Gens gleichlaufig orientierten Konstrukte (Klon 2) durchgeftihrt. Eine
vollsténdige Karte von pUvBBAC zeigt Abb. 20.

3.2.2.3 Transformation von L. innocua Protoplasten mit pUvBBAC und Uberpriifung
des Konstrukts auf Funktion des Gram positiven ori

Nach Protoplasten-Herstellung eines plasmidfreien Serotyp 6a Stammes von Listeria innocua
entsprechend der Angaben unter 2.2.4.13 und Isolierung von pUvBBAC aus DH10b mit dem
GFX Micro Plasmid Prep Kit der Firma Pharmacia (Kap. 2.2.4.10), wurde die
Protoplastentransformation wie unter 2.2.4.13 beschrieben durchgefihrt. Bel dieser
Transformation wurden jedoch nur 150 ng Vektor-DNA eingesetzt, der Ansatz anschlief3end
vier Stunden lang bei 30 °C inkubiert und die Zellen daraufhin auf 5 DM3-Platten 4200 mi
ausplattiert. Nach 4 — 5 Tagen waren mehrere Klone zu sehen. Dies war der erste Hinweis auf
ein funktionstiichtiges plPS01 ori, da der rekombinante L. innocua-Stamm andernfalls nicht in
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der Lage gewesen wére, das Em-Resistenzgen abzulesen und auf den DM3-Platten zu

wachsen.

-+ 1Likh
- 75k

-+— 4313

Abb. 19: Testverdau des neuen pUvBBAC
Konstrukts mit Xhol nach Isolierung aus
zwei transformierten L. i. Stdammen. Man
erkennt die 11,8 kb Bande, die dem unge-
schnittenen Vektor entspricht sowie die
pBeloBAC11 entsprechende 7,5 kb Bande
und das 4,3 kb grolle Fragment aus
pSOG7.

Zur weiteren Bestdtigung dieses Ergebnisses wurde
pUVBBAC aus zwei rekombinanten L. innocua-
Klonen mittels Mini Prep isoliert und das Isolat
anschlief3end mit Xhol verdaut, um das komplette aus
pSOG7 stammende DNA-Fragment zu exzidieren.
Das Ergebnis dieses Verdaus zeigt Abb. 19. Deutlich
war die 11,8 kb-Bande des ungeschnittenen Vektors
pUVBBAC sowie eine 7,5 kb groRe Bande, die
pBeloBAC11 entsprach, und ene noch kleinere
Bande, die mit 4,3 kb das Fragment aus pSOG7
darstellte, zu erkennen. Schliefdich wurde von vier
weiteren Klonen eine zusétzliche Test-PCR mit den
unter  3.22.1  augefuhrten  Oligonukleotiden
durchgefihrt.

Nachdem all diese Tests positiv ausgefallen waren,
konnte abschlieffend die einwandfreie Funktion des
neuen Konstrukts in dem rekombinanten L. innocua

Stamm bewiesen werden. Die komplette Sequenz von pUvBBAC ist Uber die EMBL-
Datenbank unter der Accession Number AJ509853 zuganglich.
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Apal |
Bbel

BsaH|
Ehel
Kasl
BamH|

Sph

Notl

Notl

sopB Xhol

EcoRl

PUVBBAC

11827bp -

Abb. 20: Plasmidkarte von pUvBBAC. Dieser Hybrid BAC-Vektor entstand auf der Grundlage von
pBeloBAC11 und ist, im Gegensatz zu diesem, neben der Verwendung in E coli auch in Gram positiven
Wirten einsetzbar. Als Selektionsmarker stehen sowohl eine Chloramphenicol- als auch eine
Erythromycin-Resistenz zu Verfigung. Der Vektor liegt in Gram positiven Wirten mit einer Anzahl von
5-10 Kopien/Zelle vor. Die blau dargestellten Regionen entsprechen pBeloBAC 11, wahrend die rot
mar kierten Bereiche aus pSOG7 stammen.

85
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3.2.3 Erstellung einer BAC-Genbank von L. monocytogenes EGD-e in pUvBBAC und
Klonierung des vollstdndigen Virulenzgenklusters (vgc) — empirische
Entwicklung eines experimentellen Protokolls

Mit dem neuen BAC-Vektor pUvBBAC war nun die Méglichkeit gegeben, grof3e funktionelle
DNA-Abschnitte aus dem Chromosom von Listeria monocytogenes EGD-e in einen Vektor
zu klonieren, der anschlief3end Expressionsstudien der jeweiligen Genabschnitte innerhalb
anderer Gram positiver, verwandter Bakterienstamme zulief. Einen fUr solche Studien sehr
interessanten Bereich innerhalb des L. monocytogenes Chromosoms stellt  das
Virulenzgenkluster (vgc) dar. Dieser 9 kb grof3e Bereich sollte im weiteren Verlauf dieser
Arbeit auf einem moglichst grof3en Fragment (80 - 100 kb) in pUvBBAC kloniert werden, um
einen grofRen Anteil der flankierenden DNA-Sequenzen im Rahmen einer funktionellen
Genanalyse miterfassen zu kénnen.

3.2.3.1 Restriktionverdau chromosomaler EGD-e DNA mit BamHI mit anschliel3ender
PFGE-Auftrennung und Extraktion von Fragmenten der Grof3e 80 — 160 kb

Finf Agarosebléckchen wurden zu dieser dritten BAC-Klonierung eingesetzt, wobel drei
Blockchen mit je 5 Units und die beiden anderen mit je 2,5 Units BamHI verdaut wurden. Bei
der Herstellung dieser BACIII-Bank wurde die Restriktionsendonuklease BamHI verwendet,
da fur Hindlll nach Einsetzen des Fragments aus pSOG7 in pBeloBAC11 nun in pUvBBAC
keine einzelne Hindlll Schnittstelle mehr existierte; fir BamHI war dies jedoch noch der Fall.
Um moglichst grofRe DNA-Fragmente zu erhalten, war ein Partialverdau mit diesem Enzym
das Mittel der Wahl. Die Vorbereitungen sowie der Ablauf des Verdaus sind in Kapitel
2.2.7.1 beschrieben.

Die Parameter fur den ersten PF-Gellauf waren wie folgt:

15 h Laufzeit; ansteigende Pulszeiten von 1 — 12 Sek.; 6 V/cm; 12 °C

Nach Dokumentation des Gellaufs und Markierung des zu klonierenden Groélenabschnitts (80
— 160 kb), wurde der entsprechende Bereich, wie unter 2.2.7.2 erlautert, dreiteilig (,, oben®,
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»mitte’ und , unten*) aus dem Agarosegel exzidiert und in das zweite PF-Gel geladen.

Fir den zweiten PF-Gellauf galten die folgenden Parameter:

16 h Laufzeit; konstante Pulszeit von 7,5 Sek.; 4 V/cm; 12 °C

Die drel Gelstreifen wurden nach Laufende und genauer Markierung aus dem Gel geschnitten,
jeweils halbiert und in 1,5 ml Reaktionsgefalie gegeben. Von jedem Bereich (,,oben”, , mitte",
Lunten“) gab es somit 2 Ansdtze (A und B). Wéahrend die B-Ansétze fUr eine spatere
Weiterverwendung bel 4 °C gelagert wurden, schloss sich fur die A-Ansdtze ein
Agaraseverdau an (Kap. 2.2.7.3).

3.2.3.2 Klonierung der isolierten Fragmente in pUvBBAC und Expression der BACIII-
Bank in DH10b

Parallel zur oben aufgezeigten Préparation wurden 5 ng eines Midi Preps von pUvBBAC zum
BamHI-Verdau eingesetzt. Diesem Verdau schlossen sich eine Phenolchloroformextraktion,
eine Behandlung mit Alkalischer Phosphatase sowie eine weitere, diesmal , heif3e",
Phenolextraktion zur Aufreinigung des geschnittenen Vektors an. Der so aufbereitete BAC-
Vektor wurde daraufhin mit den isolierten Fragmenten chromosomaler L. monocytogenes
DNA ligiert, wobei je 50 ng Vektor-DNA auf jeden der drei Ansdtze gegeben wurden.
Néheres beschreibt Kap. 2.2.7.5. Die Ligationsansdize wurden 4 Tage bei 14 °C im
Ligationsbad inkubiert und dienten am finften Tag zur Transformation elektrokompetenter
DH10b-Zellen mittels Elektroporation. Wie schon bel den ersten beiden BAC-Klonierungen,
so wurden auch diesmal je 2,25 m Ligationsansatz auf je 30 ml Zellen gegeben, ohne dass
dieser zuvor dialysert wurde.

Unter den folgenden Parametern war die Elektroporation erfolgreich mdéglich:

1,3kV; 200 W, 25 nF

Die anschlief3ende Inkubation der elektroporierten Zellen in SOC-Medium bei 37 °C und 155
rpm wurde wegen der bekannt langsamen phanotypischen Expression der Em-Resistenz auf
drei Stunden verlangert. Erst nach Ablauf dieser Inkubationszeit wurden die Zellen der drel
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Anséize auf je vier Selektionsplatten in verschiedenen Konzentrationen ausplattiert ( LB, 20
Cm, 300 Em, IPTG, X-gal) und bei 37 °C im Brutschrank inkubiert. Nach zwei Tagen waren
erste Klone zu sehen. Da es sich aber im Vergleich zu den beiden vorangegangenen BAC-
Klonierungen nur um eine sehr geringe Anzahl von Klonen handelte, wurde der Rest des
urspringlichen A-Ansatzes (A2) zu einer erneuten Ligation mit dem Vektor eingesetzt.
Hierbel wurde jedoch die Menge des Vektors habiert , d.h. es wurden nur noch 25 ng
pUVBBAC eingesetzt. Dariiberhinaus wurde auch der B-Ansatz Agarase-verdaut und in zwel
Ligationsansétze (B1 und B2) aliquotiert, die sich ebenfalls im Hinblick auf die eingesetzte
V ektormenge unterschieden. Wahrend der B1-Ansatz mit 25 ng Vektor ligiert wurde, dienten
im B2-Ansatz nur noch 12,5 ng pUvBBAC zu Ligation.

Alle diese Ansdtze lieferten zusammen 350 positive (d.h. ,weil3e”) Klone auf den
Selektionsplatten, von denen der Al-Ansatz mit knapp 300 Klonen den gréften Antell
ausmachte.

3.2.3.2 Bestimmung der FragmentgrofRen der BACIII-Bank mittels BAC-Isolierung
und anschlie3ender PFGE-Analyse

Als erste Kontrolle der BACIII-Klonierung wurden ingesamt 15 Klone des A1-Ansatzes auf
Inserts und deren Grof3e getestet. In diesem ersten Screening war jeder Bereich (,oben”,
»mitte’,  unten*) mit je finf Klonen vertreten. Die einzelnen Konstrukte wurden entsprechend
den Angaben unter 2.2.7.7 isoliert und anschlief3end in je 20 m ddH20 resuspendiert. Von
diesen Ansétzen wurden je 10 m fir einen EcoRI Verdau eingesetzt, der daraufhin auf einem
Standardagarosegel aufgetrennt wurde. Dieser ECoRI-Verdau zeigte als erstes Ergebnis funf
positive Klone des Bereiches ,, oben*, wahrend aus dem mittleren Bereich nur ein positiver
und aus dem unteren nur zwel positive Klone aufzufinden waren. Hierbei war bemerkenswert,
dass dieses Ergebnis genau dem Bild der Blau-weil3-Selektion entsprach, da die in dieser
ersten EcoRI-Analyse positiven Klone dort auch als weil3-positive Klone auffielen, wahrend
die im EcoRI-Verdau negativen Klone auch auf den Selektionsplatten blau-negativ
erschienen.

Zur genaueren Grolenbestimmung der Fragmente, insbesondere der Klone des oberen
Bereichs, wurden die restlichen 10 ml jedes Ansatzes fur einen Notl-Verdau eingesetzt. Um
die erwarteten Fragmentgrof3en von 80 bis zu dber 100 kb gut auftrennen zu kénnen, wurde
der Notl Verdau mittels PFGE analysiert. Hierbel wurde der gesamte Notl Verdau einer Probe

direkt nach Ende der zweistiindigen Inkubation mit einem gleichen Anteil von Low-melting
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Agarose vorsichtig vermischt und darauf sofort in eine Geltasche geladen. Als DNA-
GroRenstandard dienten sowohl der Low Range PFG Marker als auch der Lamda Ladder PFG
Marker. Nach einem Gellauf von 15 h mit ansteigenden Pulszeiten von 5 bis 20 Sekunden bei
6 V/cm und einer stdndigen Kidhlung auf 12 °C zeigte sich das in Abb. 21 dargestellte Bild.
Dieses Ergebnis entsprach dem des EcoRI Verdaus, da die dort als positiv selektionierten
Klone auch im Notl-Verdau positiv waren. Ferner konnte man dem Gelbild entnehmen, dass

zumindest der obere Bereich DNA-Fragmente der Grofe von 90 bis 120 kb umfasste.

3.2.3.3 PCR-Screening der Genbank auf Listeriolysin O (hly)

Zur ldentifizierung derjenigen Rekombinanten, die das Virulenzgenklusters (vgc) trugen,
wurde die BACIII-Bank einer speziellen PCR-basierten Screening Methode unterzogen.
Zunéchst wurden die 350 Klone, die zu jeweils vier in einem well einer 96 well Mikrotiter
Platte gepoolt worden waren, mit Hilfe der Oligonukleotide U11(Xhol) und U12(BamHl)
(Kap. 2.1.2) auf das hly Gen getestet. Listeriolysin O diente in diesem Fall als Markergen fur
das Virulenzgenkluster. Eine Kontrolle in Form des L. monocytogenes Wildtyps EGD-e
wurde bei der PCR mitgefuhrt. Fir zwel der gepoolten Ansdtze konnte das hly-spezifische
1873 bp grofie PCR Produkt nachgewiesen werden. Diese Klone wurden erneut vereinzelt,
und nach einer zweiten PCR mit den gleichen Primern konnten schlief3dlich zwei positive
Klone identifiziert werden, die das hly Gen trugen. Zur weiteren Bestdtigung wurde das
komplette Virulenzgenkluster mit Hilfe des HF-Expand-20 kb plus-PCR Systems der Firma
Roche Diagnostics erfolgreich amplifiziert, wobel L. monocytogenes EGD-e erneut als
Kontrolle diente.

3.2.3.4 Isolierung zweier hly-positiver Konstrukte von 96,6 und 84,5 kb Gro6i3e

Nachdem das Vorhandensein des kompletten Virulenzgenklusters auf den beiden oben
beschriebenen Konstrukten nachgewiesen worden war, wurden die Konstrukte in grof3er
Menge mit Hilfe des Quiagen Large Construct Kits isoliert. Die Isolierung wurde
entsprechend den Angaben des Herstellers durchgefiihrt. Nach Ende dieser Préparation lag fur
beide Konstrukte ein je 150 m-Ansatz vor, dessen Reinheit und Konzentration mit Hilfe des
Gene Quants spektrophotometrisch bestimmt wurde. Das vgcl-Konstrukt (96,6 kb) war mit
600 ng/m mehr als doppelt so hoch konzentriert als das 84,5 kb grof3e vgc2-Konstrukt (250
ng/m). Dies war auf ein deutlich langsameres Wachstum der Kultur zurtickzufUhren gewesen,
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so dass die Menge an eingesetzten Zellen unterschiedlich war. Die Reinheit beider Konstrukte
war mit 95 bzw. 96 % zufriedenstellend. Die auf diese Weise isolierten Konstrukte sollten
anschlief3end zur Komplementation des Listeria innocua Wildtyps eingesetzt werden.

vge 1
ILIR ¥ 1-16 LRLL

N . e W e e

a4 1E5k
4 97 kb
o4 4551h

4 P4kb

o4 4361h

A 1455%h

4 07 kb
4 45 5kb

o4 74kh

a4 436kD

Abb. 21. PFGE eines Notl Verdaus der rekombinanten pUvBBAC-Konstrukte aus 2 x 16 Klonen der
BACIII-Bank zum Test auf Inserts. Die Konstrukte vgcl (96,6 kb) und vgc2 (84,5 kb) sind durch Pfeile
gekennzeichnet. LL: Lambda Ladder PFG Marker; LR: Low Range PFG Marker.
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3.24 Virulenztransfer - Komplementation von L. innocua mit pUvBBAC+vgcl bzw.
pUvBBAC+vgc2

Als erster Schritt im Rahmen einer funktionellen Genomanalyse sollte das BAC-System,
speziell der neue Vektor pUvBBAC, in einem Komplementationsexperiment Anwendung
finden. Ziel war es, durch Einbringen des Virulenzgenklusters (vgc) von L. monocytogenes
EGD-e in den nicht humanpathogenen Stamm L. innocua einen Virulenztransfer zu erreichen.
Mit Hilfe des Shuttle-Vektors pUvBBAC sollte nach erfolgreicher Komplementation eine
Expression der verschiedenen auf dem vgc lokalisierten Gene in L. innocua nachweisbar sein.
Die Konstellation dieses Experiments machte es moglich, alein die Funktion des
Virulenzgenklusters auf die Ausprdgung der Virulenz, isoliert von alen weiteren Co-
Virulenzfaktoren, zu untersuchen. Aus diesem Grund sollten die Ergebnisse richtungsweisend
sein.

3.24.1 Transformation desL. innocua Wildtyps mit den Konstrukten pUvBBAC+ vgcl
und pUvBBAC+vgc2

Nach Herstellung elektrokompetenter L. innocua Zellen, entsprechend den Angaben unter
2.2.6.7, wurden je 50 m Zellen fur die Elektroporation mit 2,5 ng pUvBBAC, pUvBBAC+
vgcl und pUvBBAC+vgc2 eingesetzt. Die Parameter fir die Elektroporation waren wie folgt:

1,0kV, 400 W, 25 nF

Nach einer 2,5-stiindigen Inkubation in BHI+0,5 M Sucrose bei 37 °C und 150 rpm wurden
die transformierten Zellen auf BHI + 5 Em-Selektionsplatten ausplattiert und fir 48 h bel
37°C inkubiert. Da nach Ablauf dieser zwel Tage nur die mit pUvBBAC transformierten
Klone zahlreich und deutlich zu sehen waren (3 x 10* Klone pro Platte), wurden die Platten
mit den pUvBBAC+vgcl bzw. pUvBBAC+vgc2 enthaltenden Klonen weiter inkubiert. Am
dritten Tag nach Transformation waren auch diese Klone, jedoch deutlich weniger zahlreich,
gewachsen. Es fanden sich 80 Klone auf den vgcl-Platten und 5 Klone auf den vgc2-Platten.
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3.2.4.2 Uberprifung der komplementierten L. innocua-Stamme mittels PCR

Zehn vgcl-Klone, sowie ale funf vgc2-Klone, wurden mit einer EGD-e -Kontrolle zu einer
PCR auf Listeriolysin O eingesetzt. Hierbei erwiesen sich alle Klone als positiv.

Von jedem Konstrukt wurden zwei Klone ausgewahlt, die fur die weiteren Untersuchungen
verwendet werden sollten. Diese vier Klone (vgcl.1; vgel.2, vge2.1; vge2.2) wurden auf BHI
+ 5 Em + 5 Cm Selektionsplatten vereinzelt. Alle Klone wuchsen, im Vergleich zu dem auf
BHI + 5 Em Platten beobachteten Wachstum, auf diesen Selektionsplatten deutlich langsamer.

3.24.3 Test der vge-Komplementanten auf Hamolyse

Nachdem das Vorhandensein des vgc aus L. monocytogenes EGD-e in beiden rekombinanten
Stdmmen, L. innocua(pUvBBAC+vgcl) und L. innocua(pUvBBAC+vgc2), bestétigt werden
konnte, wurden Expression sowie die Aktivitdt einzelner Virulenzfaktoren mittels weiterer
M ethoden untersucht.

Um eine hamolytische Aktivitdt der mit dem Virulenzgenkluster komplementierten L.
innocua Klone nachzuweisen, wurden die Stémme auf Waschblut-Agarplatten (Oxoid)
ausgestrichen. Zur Kontrolle dienten L. monocytogenes EGD-e und der L. innocua Wildtyp
Stamm. Das Ergebnis dieses Test zeigt Abb. 22. Beide komplementierten L. innocua Stamme
zeigten eine deutliche hadmolytische Aktivitdt, die sogar den L. monocytogenes EGD-e
Wildtypstamm Ubertraf. Die deutlichste Hamolyse war fir den das pUvBBAC+vgcl-
Konstrukt enthaltenden Stamm nachzuweisen.

Abb. 22: Testung der beiden vgc- komplementierten
L. innocua Stamme auf ihre hAdmdolytische Aktivitat

im Vergleich zu den Wildtyp Stdmmen von Listeria

monocytogenes und L. innocua (S. Otten).

1: L. monocytogenes EGD-e

2: L.innocua

3: L. innocua(pUvBBAC)

4: L. innocua(pUvBBAC+vgcl)

5: L. innocua(pUvBBAC+vgc2)
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M (kD) 1 2 3 4 5

97,4 — ¢
66,3 —

5,4 ———  —

36,5 —

<4— Hly

974 — S—
<+ ActA

-

66,3 — —~
55,4 —

36,5 —

Abb. 23: Immunoblot mit spezifischen monoklonalen Antikérpern gegen Hly (LLO) und ActA.
A: a-Hly, Kulturiberstand; B: a-ActA, Zdlwandextrakte. Die etwas schwacheren Banden der

Rekombinante L. innocua(pUvBBAC+vgc2) sind auf diesen Bildern leider kaum erkennbar, im Original
jedoch vorhanden.

1. L. monocytogenes EGD-g, 2: L. innocua, 3: L. innocua(pUvBBAC), 4: L. innocua(pUvBBAC+vgcl),
5: L. innocua(pUvBBAC+vgc2).
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3.24.4 Nachweis der Expression zweier Genprodukte der vgc-Komplementanten im
Immuno-Blot

Die Expression von Listeriolysn O und ActA, zweier wesentlicher Faktoren fir das
Uberleben und die Motilitét von L. monocytogenes in infizierten Zellen, wurde daraufhin im
Immuno-Blot untersucht. Dabel fanden die monoklonalen Antikorper M275 (fur a-Hly) und
je zur Halfte N81 und N111 (fur a-ActA) Anwendung, wobei M275 1.5 in TBS-Tween
verdinnt und N81 bzw. N111 unverdinnt eingesetzt wurden. Hly (58 KD) konnte im
Kulturliberstand, sowie in deutlich geringerem Masse auch in den Zellwandextrakten, beider
vgc-komplementierten L. innocua Stamme nachgewiesen werden. In gleicher Weise wurde
ActA (90 KD), entsprechend seiner bekannt Zellwand-sténdigen Lokalisation in L.
monocytogenes EGD-e, in den Zellwandextrakten beider Stémme detektiert. Der L. innocua
Wildtyp Stamm mit oder ohne pUvBBAC wies, wie erwartet, keine Expression dieser beiden
Virulenzfaktoren auf. Die Ergebnisse dieser Blots zeigt Abb. 23.

3.24.5 Wachstumseigenschaften der neuen Konstrukteim Vergleich zum Wildtyp

Um einen eventuellen Einflul? der neuen Konstrukte auf die Wachstumseigenschaften der sie
tragenden Stdmme zu untersuchen, wurden deren Wachstumskurven mit denen des Wildyps
von L. monocytogenes EGD-e und L. innocua verglichen. Eine Ubernachtkultur eines jeden
Klones wurde auf 20 ml Flissigmedium mit Antibiotikumzusatz mit einer ODgy von 0,1
verdunnt und die Messreihe gestartet. Im einzelnen wurden die folgenden sechs Klone in diese
Untersuchung aufgenommen:
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1: L. monocytogenes EGD-e 4: L. innocua(pUvBBAC)
2: L. innocua 5: L. innocua(pUvBBAC+ vgcl)
3: L. monocytogenes EGD-e(pUvBBAC) 6: L. innocua(pUvBBA C+vgc2)

Die Wachstumsbedingungen:

BHI bzw. BHI + 5 Em, 20 ml Flissigkultur in 100 ml Reaktionsgefalien:
37 °C, 184 rpm

Wachstumskurve

Zeit [h]
—&—— L.m.EGD-e
....... O LInnOCUa
——-v-—— L. m. EGD-e(pUvBBAC)
——v-—-- L.innocua pUvBBAC)
— —& —  L.innocua(pUvBBACvgcl)
—-—0O—— L. innocua(pUvBBACvgc2)

Abb. 24: Die hier dargestellte Wachstumskurve verdeutlicht das verzbgerte Wachstum der beiden vgc
Komplementanten im Vergleich zu den Wildtypstammen.

95



3 Ergebnisse

Vor Verdinnung der Ubernachtkulturen fiel auf, dass ale Klone relativ gleich dicht
gewachsen waren (ODggo von 2,6 im Durchschnitt); nur die beiden das pUvBBAC+vgcl-
bzw. das pUvBBAC+vgc2-Konstrukt tragenden Klone waren deutlich dinner gewachsen
(ODggo von 1,8 bzw. 1,9). Im Vergleich der Messungen zeigte sich eine deutlich verzogert
einsetzende und langsamere Log-Phase dieser vgc-Konstrukte; auch wurde ein niedrigeres
Plateau erreicht als bel den Kontrollklonen. Das genaue Ergebnis dieser Messung zeigt Abb.
24,

3.24.6 BAC-Endsequenzierung der vgc-Konstrukte und Abgleich der Sequenzen mit
der Listeria-Datenbank

_
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Abb. 25. Schematische Darstellung der genauen Position der chromosomalen Inserts vgcl und vgc2
innerhalb des Genoms von L. monocytogenes EGD-e. Alle innerhalb dieser Region bekannten Open
Reading Frames (ORFs) sind als Balken dargestellt. Die Abbildung ver deutlicht, dass vgcl Uber ein ca. 12
kb grofReresInsert verflgt.

Schliefdich war es méglich, nach Isolierung und Aufreinigung, die BAC-Konstrukte vgcl und
vgc2 mit Hilfe der in pUvBBAC bindenden universellen Primer T7 und SP6 mehrfach
anzusequenzieren. Die gewonnenen Sequenzen wurden abschlieRend mit den Daten der
Listeria-Datenbank verglichen, wobei die genaue Position und Lange der beiden klonierten
Fragmente ermittelt werden konnte. Das vgcl-Fragment umfasst entsprechend dieser Daten
den Bereich von Position 143.051 bis 239.678 (in kb) innerhalb der Listeria-Datenbank,
wéhrend das vgc2 Konstrukt dem Bereich von Position 155.140 bis 239.678 (in kb)
zugeordnet werden konnte. Die Differenz zwischen diesen beiden inserierten Bereichen
umfasste aso einen Bereich von ca. 12 kb. Abb. 25 zeigt diese Ergebnisse in einem
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Uberblick. GeméR dieser Daten beinhalten beide Fragmente das komplette Virulenzgenkluster
sowie dessen weitlaufig flankierende Bereiche. Somit konnte die erfolgreiche
Komplementation des L. innocua Wildtypstammes mit dem Virulenzgenkluster von L.
monocytogenes EGD-e sowie ein gelungener Virulenztransfer vom Pathogen zum Apathogen
in vitro bestétigt werden.

Fir eine weitere Charakteriserung dieses 12 kb-Fragments wurde ein zusétzlicher
Sequenzabgleich mit der NCBI-Datenbank mittels BLAST-Suche durchgefuhrt (Tab. 2).
Darlber hinaus konnte innerhalb der Genomsequenz von L. innocua CLIP11262 fir den
Bereich von Position 148.359 bis 152.609 (entsprechend der L. monocytogenes EGD-e
Sequenz) eine mit 90 % deutliche Homologie Uber diesen gesamten ca. 4,2 kb umfassenden
DNA-Abschnitt nachgewiesen werden. Wie aus Tab. 2 hervorgeht, finden sich damit die
beschriebenen Zink-Transporter auch im L. innocua Genom.

Position in der L. Ahnlichkeit zu
monocytogenes Strang Gen-Bezeichnung bekannten
EGD-e Proteinen in der
Genomsequenz NCBI-Datenbank
Gesamte 12kb 143.051 - 155.140 +/- Imo0141 - Imo0156 | keine Homolgien fir
Sequenz Imo0141 - Imo0151,
0156
1 148.354 — 150.009 - Imo0152 Oligopeptid-ABC-
Transporter

Bindungsprotein

2 150.232 - 151.173 + Imo0153 Hoch-affiner Zink-
ABC-Transporter
(Znl1-bindendes
Lipoprotein)

3 151.186 — 151.890 + Imo0154 Hoch-affiner Zink-
ABC-Transporter
(ATP-
Bindungsprotein)

4 151.839 — 152.645 + Lmo0155 Hoch-affiner Zink-
ABC-Transporter
(Membranprotein)

Tab. 2: Abgleich der 12 kb-Sequenz mit der NCBI-Datenbank. Ergebnisse der BLAST-Suche
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4 Diskussion

4.1 Listeria monocytogenes EGD-e verflgt Uber ein einzelnes Ringchromosom mit
einer Molekllgr6i3e von 3000 + 50 kb

Vorausgehende Arbeiten haben bereits die besondere Bedeutung der Pulsfeld-
Gelelektrophorese (PFGE) as wichtiges Werkzeug im Rahmen  genomischer
Charakterisierungen und Untertellung von Listeria monocytogenes aufgezeigt (Brosch et al.,
1994; Carriere et al., 1991; He & Luchansky, 1997; Howard et a., 1992; Michel & Cossart,
1992). In der vorliegenden Arbeit wurden die Techniken der PFGE mit denen der molekularen
Genetik in Form einer neuen Strategie kombiniert. So wurde die genomische DNA von L.
monocytogenes EGD-e zunachst mit den selten schneidenden Restriktionsendonukleasen Notl
und Ascl verdaut und mit Hilfe des PFGE-Systems aufgetrennt. Die Verwendung dreier
verschiedener Auflosungsfenster fur den Gellauf ermdglichte eine besonders exakte
Bestimmung der einzelnen Fragmentgroflen (Kap. 3.1.1). Daraufhin wurden alle die
chromosomalen Notl Schnittstellen flankierenden Bereiche des Genoms kloniert und
sequenziert (Kap. 3.1.2.1 und 3.1.2.2). Auf der Grundlage dieser Informationen wurden Notl-
flankierende Sonden  hergestellt, die schlieflich im Rahmen ener DNA
Hybridisierungsanalyse die relative Anordnung der acht Notl Fragmente auf dem Listeria
Chromosom ermdglichten. Das Auftreten von vier der Notl-flankierenden Sequenzen
innerhalb von Strukturgenen konnte aufgezeigt werden, nachdem die entsprechenden
trandatierten Sequenzen Homologien zu Proteinsequenzen innerhalb der NCBI Datenbank
aufwiesen. Es ist anzunehmen, dass sich die noch verbleibenden vier Schnittstellen in
intergenen Regionen bzw. in noch nicht ndher differenzierten ORFs befinden. Aus den so
gewonnenen Daten wurde deutlich, dass L. monocytogenes EGD-e en enzelnes
Ringchromosom mit einer Molekilgréfe von 3000 £ 50 kb besitzt und damit ein etwas
kleineres Genom aufweist als dies aus den bislang bekannten Genomkarten der Stamme L O28
Serotyp 1/2¢ (3150 kb) (Michel & Cossart, 1992) und Scott A Serotyp 4b (3235 kb) (He &
Luchansky, 1997) hervorging. Dartiber hinaus konnte das Vorhandensein eines Plasmids vor
dem Hintergrund der Daten dieser Arbeit ausgeschlossen werden.

Das Genom des hier analysierten Stammes L. monocytogenes EGD-e Serotyp 1/2a wurde nach
Abschluss der vorliegenden Arbeit von einem europédischen Konsortium mit Beteiligung
unserer Arbeitsgruppe sequenziert und die in dieser Arbeit ermittelte Genomgrofie von ca
3000 £ 50 kb konnte mit genau 2.944.528 bp bestétigt werden (Glaser et a., 2001). Die nun
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vorliegenden vollsténdigen Genomsequenzen von L. monocytogenes EGD-e Serotyp 1/2a und
L. innocua CLIP 11262 (Serotyp 6a) (3.011.209 bp), sowie die Daten des fast komplett
sequenzierten Genoms eines Vertreters des Serotyps 4b von L. monocytogenes
(www.tigr.org), wurden zu weiteren Vergleichsanalysen herangezogen. So enthét das Genom
von L. innocua CLIP 11262 (Serotyp 6a) im Unterschied zu EGD-e ein 81.905 bp
umfassendes Plasmid. Darlber hinaus spiegeln die unter 3.1.2.2 beschriebenen deutlichen
Homologien innerhalb des L. monocytogenes Serotyp 4b Genoms zu sechs von acht der in
dieser Arbeit sequenzierten Notl-Sequenzen eine engere Verwandtschaft zu EGD-e wider as
dies fur den L. innocua Stamm gelten kann. Alle im L. monocytogenes Serotyp 4b Genom
aufzufindenden homologen Sequenzen zeigten eine signifikant hohe Ubereinstimmung von
bis zu 96 % Uber die gesamte Lange der jeweiligen EGD-e Notl Sequenzen. Zudem waren die
spezifischen Notl Schnittstellen in  dreien dieser Sequenzen ebenfalls enthalten.
Demgegentiber waren die Homologien innerhalb des L. innocua Genoms mit 82-92 %
deutlich geringer ausgepragt und zudem in einem Grofdell der Fale nur fir einen Teil der
Sequenzldngen nachweisbar. Schliefdich war auch nur eine enzige spezifische Notl
Schnittstelle innerhalb eines deutlich homologen Genabschnitts aufzufinden. Vor dem
Hintergrund dieser Daten wird die engere verwandtschaftliche Beziehung zwischen den
beiden Vertretern der pathogenen Spezies L. monocytogenes (Serotyp 1/2a und Serotyp 4b) im
Vergleich zum Vertreter der apathogenen Spezies L. innocua unterstrichen. Ziel dieser Arbeit
war es nicht nur, alle bislang bekannten virulenzassoziierten Sequenzen auf dem Chromosom
von L. monocytogenes EGD-e zu lokalisieren; vielmehr sollten zusétzlich deren relative
Positionen zueinander sowie die Abstdnde zwischen diesen Gen-Loci genauer bestimmt
werden.

4.2 Dielisteriellen Virulenzgene sind Uber das gesamte Chromosom verteilt, mit einer
wesentlichen Ausnahme: dem prfA-plcA-hly-mpl-actA-plcB-Kluster

Um das oben skizzierte Ziel zu erreichen, wurden Deletionsmutanten von L. monocytogenes
EGD-e verwendet, bei denen kinstliche Notl Schnittstellen in Gene eingebracht worden
waren, die sich entweder innerhalb eines Genklusters oder as individuelle Gene auf dem
Chromosom befanden. Auf diese Weise erhielt man isogene Mutanten von L. monocytogenes
EGD-e, die neue Notl Schnittstellen auf dem Chromosom enthalten (Kap. 3.1.3). Um ferner
die relativen Positionen der einzelnen Gen-Loci und deren entsprechende Abstande
bestimmen zu konnen, wurden zusétzlich Doppeldeletionsmutanten hergestellt, wodurch
isogene Stamme mit zwel zusétzlichen Notl Schnittstellen auf dem Listeria Chromosom
entstanden. Die aus dem Restriktionsverdau dieser Mutanten und anschlief3enden PFGE-
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Auftrennung der Fragmente erhaltenen Daten wurden durch eine weitere Trippelmutante mit
drei kinstlich eingebrachten Notl Schnittstellen sowie durch DNA-Hybridisierung der
Fragmente mit den entsprechenden Notl-flankierenden Sonden zusétzlich bestétigt (Kap.
3.1.3.2). Diese Untersuchungen machten deutlich, dass die Virulenzgene bzw.
virulenzassoziierten Gene von Listeria monocytogenes EGD-e Uiber das ganze Genom verteilt
vorliegen, wobei nur das Virulenzgenkluster (vgc) eine wesentliche Ausnahme darstellt. Die
in dieser Arbeit angewandte Strategie ermdglichte es, das prfA-plcA-hly-mpl-actA-plcB-
Kluster, sowie die inlAB und inlFDE Gene auf dem 1100 kb NotA Fragment von L.
monocytogenes EGD-e zu lokalisieren. Diese Gen-Loci liegen auf einer 240 kb umfassenden
Region auf dem Chromosom und weisen dabei die Reihenfolge inlAB/inlFDE/ prfA-plcA-
hly-mpl-actA-plcB  mit intergenen Abstdnden von 180 kb und 60 kb auf (Abb.).
Demgegentiber konnten die irpA- und die flaR- Sequenz auf dem 850 kb NotB Fragment
kartiert werden, wobei diese Gen-Loci durch 400 kb von einander getrennt sind. Interessant ist
vor dem Hintergrund dieser Daten der Gedanke, dass es sich bel der 240 kb umfassenden
inAB/inlFDE/ prfA-plcA-hly-mpl-actA-plcB Region um eine gigantische Pathogenitétsinsel
handeln kénnte, zumal die Funktion vieler in den intergenen Bereichen von 180 kb und 60 kb
lokalisierten Gene noch nicht abschlief3end determiniert werden konnte. Einige dieser Gen-
Loci kdnnten durchaus in spezifischer Art und Weise im Rahmen der Virulenz eine noch
unbekannte Rolle spielen. Auch wenn die meisten beschriebenen Pathogenitdtsinseln von
deutlich kleinerem Umfang sind, so wurde doch erst kirzlich eine ca. 150 kb grof3e
entsprechende genetische Einheit bei einem Vancomycin resistenten Stamm von
Enterococcus faecalis beschrieben (Shankar et a., 2002). Weitere Untersuchungen dieses
speziellen Genomanschnitts in Bezug auf typische Eigenschaften von Pathogenitdtsinseln im
algemeinen, wie z. B. eine Assoziation zu tRNA-codierenden Genen, ein vom Ubrigen
Genom abweichender GC-Gehalt oder auch das Vorhandensein vieler funktioneller,
verkirzter und noch nicht ndher charakterisierter open reading frames (ORFs), konnten diese
Fragen beantworten.

Zusammenfassend kann festgestellt werden, dass es in dieser Arbeit gelungen ist, alle bislang
bekannten Virulenzgene auf dem 3000 + 50 kb grof3en Chromosom von L. monocytogenes
EGD-e ihrer jeweiligen Position entsprechend genau zu kartieren. Trotz der relativ guten
Ubereinstimmungen der in dieser Arbeit entwickelten Karte mit den Daten des Stammes
LO28 in Bezug auf die physikalische Organisation der Notl Schnittstellen sowie der
ermittelten Genomgrol3e, legt ein genauerer Vergleich aller drei Genomkarten doch einige
Differenzen offen. So lassen die Karten von LO28 und Scott A deutliche Unterschiede
beziiglich der Anzahl und Orientierung der Makrorestriktionsfragmente erkennen. Von noch
grolerer Bedeutung erscheinen die Differenzen in Bezug auf die Positionen von
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virulenzassoziierten Genen auf diesen genetischen Karten. So wurde das prfA-plcA-hly-mpl-
actA-plcB-Kluster in den Karten von EGD-e und LO28 auf dem 1100 kb NotA Fragment
lokalisiert, wahrend es sich bel Scott A auf dem 890 kb NotB Fragment befindet. Die hier
aufgezeigten Daten lassen die Vermutung zu, dass die genetische Struktur von Listeria
monocytogenes Stammen des Serotyps 1, wie zum Beispiel LO28 und EGD-e, sehr dhnlich ist
und sich von der Struktur der Stémme, die dem Serotyp 4 angehdren, wie zum Beispiel Scott
A, deutlich unterscheiden. Dies wurde bereits durch verschiedene anderweitige
Untersuchungen, wie Multilokus Enzymanalysen (Piffaretti et a., 1989), DNA
Hybridisierungsanalysen auf der Basis des hly Gens (Rasmussen et al., 1995) oder auch im
Rahmen von Oberflachenprotein-Analysen (Tabouret et al., 1992) deutlich.

4.3 PFGE - ein potentes Werkzeug zur Erstellung physikalischer und genetischer
Karten im Rahmen von Genomanalysen und molekularer Epidemiologie

Epidemiologische Untersuchungen dienen dazu, die Ausbreitung von Krankheitserregern zu
verfolgen, Infektionsquellen aufzuspiren und Erregertibertragungen von einem Individuum
auf ein anderes festzustellen. Fur eine effektive Seuchenbekémpfung ist daher der Einsatz
epidemiologischer Methoden unabdingbar. Typisierungssysteme basieren auf der Pramisse,
dass klonal verwandte Isolate die selben Charakteristika teilen, wodurch sie wiederum von
nicht verwandten Isolaten differenziert werden konnen. Hierbel unterscheidet man prinzipiell
zwei verschiedene Klassen der Typisierung basierend auf phanotypischen, d.h. Detektion von
Charakteristika, die durch den Mikroorganismus exprimiert werden, und genotypischen
Techniken (Analysen chromosomaler und extrachromosomaler genetischer Elemente). Die
urspriinglichen  phanotypischen Methoden der klassischen  Mikrobiologie wie
Antibiotikaresistenztestung, Biotypisierung oder Serotypisierung, wurden durch zusétzliche
Methoden der Proteinanalytik erganzt. Hierzu zdhlen zum Beispiel die Multilokus
Enzymelektrophorese (MLEE), die Analyse zelul&rer Proteine, besonders von
Membranproteinen, sowie auch das immunoblot fingerprinting. Doch erst der Einsatz von
genotypischen Methoden schuf die Mdglichkeit, individuelle Klone zu beschreiben und ihre
Verbreitung zu analysieren (Primrose, 1996). Neben dem plasmid fingerprinting, einer
Methode, die auf der Analyse extrachromosomsaler DNA fufd, und den sogenannten
Restriktionsfragment Langenpolymorphismen (RFLP) hat sich die Pulsfeld Gelelektrophorese
(PFGE) als Goldstandard molekularer Epidemiologie etabliert (Hacker & Heesemann, 1997).
Auf der Grundlage der spezifischen Bandenmuster der jeweils untersuchten Erreger lassen
sich eindeutige Aussagen Uber Verwandtschaftsbeziehungen zu anderen Stdmmen sowie
evolutiondre Zusammenhange aufzeigen. Entsprechende Untersuchungen sind innerhalb der
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Listeria Spezies bereits ausfuhrlich beschrieben (Brosch et a., 1996; Brosch et a., 1991;
Buchrieser et al., 1991) Auch ein genaues Aufspuren von Infektionsquellen und das
Nachzeichnen der entsprechenden Infektionswege ist mit Hilfe dieser Methode effektiv
moglich, indem die Bandenmuster verschiedener Isolate aus unterschiedlichen Quellen
miteinander verglichen werden (Buchrieser et a., 1993).

Um evolutiondre Entwicklungen besser verstehen zu kdnnen, miissen vergleichende Analysen
eher von Genomen a's nur von individuellen Genen durchgefiihrt werden. Wie die Ergebnisse
dieser Arbeit verdeutlichen, ist eine orientierende Kartierung mittels PFGE besonders im
Rahmen genauer Genomanalysen auf¥erst hilfreich. So kdnnen zum Beispiel Fehler in der
Fragmentanordnung, wie sie bei shotgun-Klonierungen und nachfolgender Sequenzierung
auftreten, durch eine solche mittels PFGE entwickelte Ubersichtskarte korrigiert werden.
Repetitive Sequenzen (zum Beispiel fur rRNA codierende Bereiche) innerhalb des Genoms
konnen im Rahmen solcher Sequenzierungsprojekte zu Verwechslungen bei der
orientierenden Anordnung der einzelnen sequenzierten Fragmente fihren. Auf eben diese Art
und Weise unterstiitzte die hier vorgestellte physikalische und genetische Karte von Listeria
monocytogenes EGD-e die Fragmentanordnung im Rahmen des im Anschluss an diese Arbeit
begonnenen  europdischen  Listeria-Sequenzierungsprojekts.  Schlieffdlich  schaffen
Genomkarten, wie sie sich aus einer PFGE-Analyse ergeben, eine optimale Voraussetzung,
um grof¥e, funktionelle Genabschnitte gezielt zu klonieren. Diese Mdoglichkeit wurde im
weiteren Verlauf der vorliegenden Arbeit genutzt und wird an entsprechender Stelle
eingehender diskutiert werden.

In diesem Zusammenhang soll noch etwas detaillierter auf die in dieser Arbeit angewandte
Methodik zur exakten GrofRenbestimmung der Makrorestriktionsfragmente sowie auf die
Strategie zu deren anschlief3ender Anordnung zu einer vollstéandigen Genomkarte eingegangen
werden. So ist die Feststellung, dass die Analyse der erwahnten isogenen Notl Doppel- und
Trippelmutanten eine genauere GrofRenbestimmung der beiden grof¥en
Makrorestriktionsfragmente NotA and NotB ermdglichte, ein weiteres Ergebnis dieser Arbeit.
Das Problem, dass sehr grof3e DNA-Fragmente in der PFGE relativ schwierig, und daher auch
ungenauer, aufgetrennt und mit Hilfe weniger Markerbanden entsprechender Grof3e bestimmt
werden konnen, liefd sich durch die Aufteilung in mehrere kleinere, und daher besser
charakterisierbare, Fragmente |6sen. Fragmente dieser geringeren Grol3e trennen sich in eéinem
Gellauf zum einen leichter auf, andererseits hat man in der Regel zudem eine héhere Anzahl
verschieden grof3er Markerbanden, um den exakten Grol3enbereich gut abgrenzen zu kénnen.
Die rechnerisch bestimmte Gesamtgrof3e dieser Einzelfragmente entsprach daher exakter den
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tatséchlichen Fragmentgrof3en des NotA bzw. NotB Fragments.

Wie schon in Kap. 1.6 aufgezeigt, stehen verschiedene Methoden zu Verfiigung, um die
einzelnen, ungeordneten DNA-Fragmente zu einer zusammenhdngenden Karte
zusammenzufiigen. Das chromosome walking, DNA-Fingerprintinganalysen  mit
Restriktionsendonukleasen, Hybridisierungen oder auch die Mdglichkeit von Partialverdaus
der genomischen DNA stellen mehrere Alternativen zum Erreichen dieses Ziels dar (Primrose,
1996). Die in dieser Arbeit erstmalig angewandte Strategie einer Kombination aus PFGE und
molekularer Genetik (Abb. 6) hat sich als eine elegante, weitere Methode erwiesen. Nach
Isolierung und Verdau genomischer DNA von L. monocytogenes EGD-e mit den beiden
Restriktionsendonukleasen Sau3Al (gatc) und Tsp509I (aatt) wurden die 500 bp bis 2 kb
groRen DNA-Fragmente religiert (Kap. 3.1.2.1). Ein anschlieRender Verdau mit Notl
linearisierte alle zirkularen DNA Moleklle, die Uber eine entsprechende Notl Schnittstelle
verfugten. Nach Klonierung und Sequenzierung dieser Not-flankierenden Bereiche war die
Anordnung der acht Makrorestriktionsfragmente aus dem Notl Verdau der genomischen L.
monocytogenes DNA mittels generierter Sonden zur DNA Hybridisierung elegant, schnell und
eindeutig moglich (Kap. 3.1.2.4). Problematisch war bei dieser Methode lediglich die aul3erst
sorgféltige Handhabung bel der Isolierung der chromosomalen DNA, die bei jedem
Préparationsschritt der Gefahr des shearing unterliegt. Auch die zur Praparation eingesetzte
Menge an DNA musste in einigen Vorexperimenten ermittelt werden. Zusammenfassend kann
diese hier vorgestellte Methode zur Erstellung chromosomaler Karten a's effektive Alternative
zu den bislang in der Literatur beschriebenen Verfahren empfohlen werden.

44 BAC-Vektoren — ene wesentliche Bereicherung fir Genomsequenzierungs
projekte sowiefur das Feld der funktionellen Genomik

Zur vollstéandigen Genomanalyse zahlt neben der physikalischen Kartierung notwendigerweise
die komplette Sequenzierung des Genoms. Hierfir ist nach der Fragmentierung des Genoms
die Vervidfétigung der Fragmente unerldssich. Ein entsprechendes Vektorsystem ist also
gefragt, das es ermdglicht, grof3e DNA-Fragmente stabil aufzunehmen, problemlos zu
verviefdtigen und Uber lange Zeitrdume zu lagern. Die ersten Genbibliotheken wurden mit
Hilfe von | -Vektoren hergestellt, wobel die Grole der klonierten DNA-Fragmente etwa 25 kb
nicht Uberstieg. Als ein weiteres Vektorsystem folgten dann Cosmidvektoren, die mit
Insertionen von 35 — 45 kb Uber eine durchweg hohere Kapazitét as ihre Vorganger
verfugten. Allerdings lassen sich Bakteriophagen-Banken im Vergleich zu Bibliotheken von
Bakterien mit Cosmidrekombinanten deutlich langer lagern und auch ein screening der | -
Bibliotheken erscheint vielen Anwendern als gunstiger (Primrose, 1996). Auf der weiteren
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Suche nach Vektorsystemen, die deutlich grof3ere Insertionen erlauben, wurde das YAC-
System (yeast artificial chromosome) entwickelt, mit dessen Hilfe Fragmente, die mindestens
zehnmal groler als in Bibliotheken aus | - oder Cosmidvektoren waren, kloniert werden
konnten (Burke et al., 1987). Anand et al. (1990) gelang es, die Grofie der Insertionen auf 350
kb zu erhthen und diese Entwicklung setzte sich mit den Arbeiten von Bellanné-Chantelot et
a. (1992) fort, die eine humane Bibliothek mit einer durchschnittlichen Fragmentgrofie von
810 kb konstruierten. Allerdings ergeben sich bei der Verwendung von YACs eine Vielzahl
von Schwierigkeiten (Kouprina et al., 1994; Monaco & Larin, 1994), von denen der grol3e
Anteill chimarer DNA-Sequenzen eines der Hauptprobleme darstellt. Diese Sequenzen
verschiedenen regionalen Ursprungs innerhalb des Genoms kénnen bei schdtzungsweise bis
zu 60 Prozent der Klone in YAC-Bibliotheken nachgewiesen werden. Viele YACs neigen
zudem zu Deletionen innerhalb ihrer Insertionen und entsprechen daher nicht den Anspriichen
an ein stabiles, und damit reprasentatives, Vektorsystem. Ein weiteres grof3es Problem stellt
die Trennung der YACs von dem 15 Mb grof3en Wirtsgenom dar, die entweder durch PFGE-
Aufreinigung oder durch Subklonierung des gesamten Hefegenoms in Bakteriophagen- oder
Cosmidvektoren und anschlief3ende Identifizierung der YAC-Insertionen erreicht werden
muss. Die Gruppe der Fosmid-V ektoren basiert demgegentiber auf dem F Faktor replicon aus
E. coli und zeichnet sich durch eine hohe Stabilitdt der bis zu 40 kb grof3en klonierten
Fragmente aus (Birren et al., 1996; Kim et al., 1992). Neben der Entwicklung sogenannter
PACs, einem Vektorsystem, das auf der Grundlage des temperenten Phagen P1 entwickelt
wurde (Coren & Sternberg, 2001; loannou et al., 1994; Sternberg, 1990) und Insertionen von
100-300 kb aufnehmen kann, hat sich ein weiteres, bakterielles Klonierungssystem als eine
neue Alternative zunehmend bewéhrt: Das BAC-System (bacterial artificial chromosome)
basiert auf dem single-copy-Sex-Faktor von E. coli und wurde mit dem Ziel entwickelt, grofl3e
(E 300 kb) DNA-Fragmente zu klonieren und eine gute Stabilitdt innerhalb des neuen
Konstrukts im E. coli-Wirt zu gewéhrleisten (Shizuya et al., 1992). Ihre besondere Stabilitét
und leichte Manipulation in weiteren experimentellen Schritten macht diese Vektoren fur die
Konstruktion von Genbanken verschiedener komplexer Genome interessant. Shizuya (1992)
und Woo (1994) konnten zeigen, dass BACs genomische humane und pflanzliche Fragmente
in einer Grofdenordnung von mehr als 300 kb vermehren kdnnen, wobei sie einen sehr hohen
Grad an Stabilitét tber mehr als 100 Generationen aufweisen. BAC-basierende Genbanken
wurden bereits von zahlreichen Viren (Adler et a., 2001, McGregor & Schleiss, 2001,
Messerle et al., 1997, Monaco & Larin, 1994), Pilzen (Hamer et a., 2001, Randal &
Judelson, 1999), Pflanzen (Budiman et al., 2000; Gentzbittel et al., 2002; Mozo et a., 1999)
und tierischen Spezies (Cai et al., 1995; Osoegawa et a., 2000; Suzuki et al., 2000; Zimmer et
a., 1997) konstruiert und haben sich im Rahmen vieler grof3er Sequenzierungsprojekte
etabliert. Auf dem Gebiet der bakteriellen Genomanalysen ist dieses System bislang nur

104



4 Diskussion

vereinzelt zum Einsatz gekommen, obwohl sich aus der Generierung von Genbanken, die
grof%e Fragmente genomischer DNA enthalten, vielversprechende Moéglichkeiten zur raschen
und Ubersichtlicheren Genomsequenzierung von bakteriellen Krankheitserregern ergeben. So
fand der E. coli BAC-Vektor pBeloBAC11 bei der Konstruktion von Genbanken der Genome
von Mycobacterium tuberculosis und Treponema pallidum Verwendung (Brosch et al., 1998;
Smajs et al., 2002).

In dieser Arbeit wurden drei BAC—Genbanken des Genoms von Listeria monocytogenes
EGD-e konstruiert, wobei den beiden ersten der Vektor pBeloBAC11 (Shizuyaet al., 1992) zu
Grunde gelegt wurde (Kap. 3.2.1.2). Die BACIII-Bank wurde mit dem in dieser Arbeit neu
entwickelten BAC-Vektor pUvBBAC edtdlt (Kap. 3.2.3). Die beiden ersten BAC-
Genbanken umfassen Insertionen von bis zu 100 kb, wobei einzelne Rekombinanten sogar
Inserts mit Gréf3en von bis zu 150 kb aufwiesen. Aus BAC-Endsequenzierung dieser L.
monocytogenes EGD-e Genbanken lief3 sich abschétzen, dass eine Anzahl von ca. 150 Klonen
eine minimale Abdeckung des gesamten ca. 3 Mb grof3en Genoms gewéhrleisten sollte. Die
BACI-Bank fand unter anderem im Rahmen des europdischen Listeria Genomprojekts
Verwendung.

Die technische Durchfiihrung der Klonierung von grof3en, funktionellen DNA Abschnitten in
das BAC-System konfroniert den Untersucher mit einigen Schwierigkeiten. Grof3e (100 kb),
linearisierte DNA Molekile sind zwangdaufig permanent physikalischen Scherkréften
ausgesetzt, die in dieser Arbeit dadurch minimiert werden konnten, dass die verdaute
genomische DNA so lange wie méglich in Agarose prépariert wurde. Aber spétestens ab dem
Schritt des Gelase-Verdaus lassen sich diese Kréfte nur durch sorgféltigstes Pipettieren
verringern. In diesem Zusammenhang sei hochmals erwédhnt, dass die Behandlung der aus
dem Pulsfeld-Gel exzidierten Agarosestiickchen (Kap. 2.2.7.3) mit TNE—Puffer ebenfalls der
Stabilisierung der grofien zu klonierenden DNA-Fragmente wahrend der folgenden Schritte
dient, da NaCl die DNA durch Forderung einer molekularen Kondensation schitzt (Fang &
Hoh, 1998; Lewis et al., 2000). Dartiberhinaus hat NaCl auf die DNA wéahrend des Gelase
Verdaus eine zusétzlich schitzende Wirkung, da es die Schmelztemperatur der DNA erhoht
(Gnirke et al., 1993). Aus diesem Grunde sollte 50-100 mM NaCl, dessen Anwesenheit mit
alen Schritten der BAC-Klonierung kompatibel ist, in alen Lésungen vorhanden sein. Dies
sollte vom Zeitpunkt der Exzision der zu klonierenden grof3en DNA-Fragmente aus dem
letzten praparativen Agarosegel bis zum Einsatz der Proben zur abschlief3enden
Elektroporation der Fall sein.

Die Elektroporation hat sich im Verlauf dieser Arbeit erstmalig als effektive Methode zur
Transformation des E. coli-Wirtsstammes DH10b mit rekombinanten BACs erwiesen. Auch
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wenn die Literatur empfielt, den Ligationsansatz vor dem Einsatz zur Elektroporation zu
fallen bzw. zu dialysieren (Sambrook et al., 1978), ist esin dieser Arbeit problemlos méglich
gewesen, die notwendige Menge an Ligationsansatz direkt zur Transformation von DH10b
mittels Elektroporation einzusetzen (Kap. 3.2.1.2). Hiermit konnte eine weitere mechanische
Manipulation der entstandenen grof3en BAC—Konstrukte sowie ein zusétzlicher, unnétiger
Verlust an DNA Material vor der Transformation vermieden werden.

Waéhrend zur Genomsequenzierung in der Regel Bibliotheken mit relativ kleinen Fragmenten
zu Anwendung kommen, wie zum Beispiel im Rahmen von shotgun Klonierungen
(FragmentgrofRen von 1-3 kb), weist die Klonierung grofkerer DNA-Fragmente bel den in
dieser Arbeit entwickelten BAC-Banken zwel wesentliche Vorteille auf. Da jedes dieser
grof3en Fragmente separat und gezielt fir die Sequenzierung subkloniert wird, und sich daraus
eine Uberschaubarere Menge an Einzel sequenzen ergibt, ist die folgende Anordnung in contigs
einfacher moglich; weiterhin bestehende Liicken innerhalb dieser contigs lassen sich auf der
Grundlage der primer walking Strategie gut schlief3en. Dartiber hinaus kénnen die separat
sequenzierten grof’en DNA-Fragmente am Ende Ubersichtlicher zu einer kompletten
Genomkarte zusammengesetzt werden.

Das BAC-System stellt, besonders in Kombination mit der PFGE, eine hervorragende
Moglichkeit fur Untersuchungen der Verwandtschaftsbeziehungen verschiedener Erreger
sowie zur gezielten Klonierung und Analyse grofRerer funktioneller Genabschnitte im Sinne
der funktionellen Genomik dar. Auch Experimente, die sich die Option eines Virulenz-
Transfers zu Nutze machen, profitieren von diesem Klonierungssystem. Um diese
Moglichkeiten jedoch optimal ausschépfen zu kénnen, muss das BAC-System um eine
wichtige Komponente erweitert werden.

45 pUVBBAC —der erste BAC-Vektor fur den Einsatz in Gram negativen und Gram
positiven Wirten

Obwohl das BAC-System, wie beschrieben, bereits vielfdtig bel der Erstellung von
Genbanken verschiedenster Organismen Verwendung findet, sind die Berichte tUber Studien
prokaryotischer Genome sehr begrenzt (Brosch et al., 1998; Smajs et al., 2002). Ein wichtiger
Grund fir diese Situation findet sich in der nachteiligen Tatsache, dass alle bislang
verfigbaren BAC-Vektoren ausnahmslos nur fur Gram negative Bakterien einsetzbar sind.
Um jedoch die Vorteile dieses Systems fir funktionelle Genomanalysen umfassend nutzen zu
konnen, ist eine Erweiterung dieses V ektorspektrums in den Gram positiven Bereich von ganz
besonderem Interesse. Nur ein Vektor, der sowohl in einem der vielen Gram negativen
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Laborstdmme als auch in experimentell komplementierten Gram positiven Erregern, wie zum
Beispiel der Listeria Spezies, im Sinne eines Shuttle-BAC-Vektors exprimiert wird, erlaubt
einen breiten und flexiblen Einsatz in der funktionellen Genomik.

In dieser Arbeit wurde das BAC-System erfolgreich durch die Konstruktion des Hybrid-BAC-
Vektors pUvBBAC (Abb. 20) fur den Einsatz in Gram positiven Wirten erweitert. Das low
copy replicon plP501 aus Streptococcus agalactiae ermdglicht den Einsatz des neuen Vektors
in einer Vielzahl Gram positiver Bakterien (z.B. Bacillus, Staphylococcus, Streptococcus,
Lactococcus und Listeria). Der Vektor pUvBBAC wurde auf der Grundlage des BAC-V ektors
pBeloBAC11 und des Plasmidvektors pSOG7 (Kap. 3.2.2.1) generiert. Das neue Konstrukt
enthdlt neben der kompletten Sequenz von pBeloBAC11 ein 4,3 kb grof’es DNA-Fragment
aus pSOG7, das neben pIP501 noch die repR and copR Gene sowie ein Erythromycin-
Resistenz-Gen (ermC) trégt. Zusammen mit dem cat Gen aus pBeloBAC11, das fur eine
Chloramphenicol-Transacetylase codiert, verfligt das neue Konstrukt somit tber zwei potente
Selektionsmarker beim Einsatz in Gram positiven und Gram negativen Wirten. Die kompl ette
Sequenz des 11.827 bp grofRen Vektors pUvBBAC ist Uber die EMBL-Datenbank unter der
Accession Number AJ509853 verflgbar.

Mit diesem Vektor eréffnen sich vollig neue Moglichkeiten auf dem Gebiet der funktionellen
Genomik. So kann beispielsweise die Klonierung grofl3erer funktioneller Genabschnitte aus
dem Chromosom von Listeria monocytogenes EGD-e und die anschlief3ende Anayse deren
Expression in einem verwandten, jedoch apathogenen Stamm, wie L. innocua, wesentlich
dazu beitragen, Virulenz in ihrer Entstehung besser zu untersuchen.

4.6 Das Virulenzgenkluster (vgc) — en austauschbarer Genabschnitt zum
Virulenztransfer zwischen pathogenen und apathogenen Listeriae

Sechs der Virulenzfaktoren von L. monocytogenes, die fiir das intrazellulére Uberleben dieses
Keimes eine zentrale Rolle spielen (prfA, plcA, hly, mpl, actA, und plcB), sind auf einer, je
nach Definition der genauen Grenzen, ca. 9 kb grof3en zusammenhangenden chromosomalen
Region angeordnet (Abb. 2). Diese genetische Einheit ist als hly- bzw. PrfA-abhangiges
Virulenzgenkluster bekannt und wird neuerdings auch als Listeria Pathogenitatsinsel (LIPI-1)
bezeichnet (Vasguez-Boland et al., 2001). Eine zentrale Stellung innerhalb dieses Gen-Locus
nimmt das LLO-codierende hly Monocistron ein. In gleicher Orientierung transkribiert, und
downstream des hly Locus gelegen, befindet sich das Lecithinase Operon mit mpl, actA und
plcB. Demgegentiber ist das plcA-prfA Operon upstream des hly Locus lokalisiert und wird in
entgegengesetzter Richtung abgelesen. Zusammengenommen stellt diese listerielle
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Pathogenitétsinsel das wichtigste Element fir die Virulenz und die parasitdren Eigenschaften
von L. monocytogenes dar.

In vorausgegangenen Studien konnte bereits gezeigt werden, dass ein Transfer von LLO auf
andere Gram positive Bakterien, z. B. Bacillus subtilis oder Bacillus anthracis, diese
Organismen zum intrazellulzren Uberleben und Vermehren befahigt (Bielecki et al., 1990;
Sirard et al., 1997). Die Gruppe um Bielecki klonierte beispielsweise das hly Strukturgen in
einen nicht-sporenbildenen Mutantenstamm von B. subtilis unter Kontrolle eines IPTG-
induzierbaren Promotors. Hierbel bediente man sich des Vektors pAG58-ble-1, dessen SPAC-
Kassette anschlief3end durch homologe Rekombination in das Bacillus Chromosom integriert
wurde. Die Ergebnisse dieser Studien zeigten, dass adlein der Transfer von LLO auf diesen
normalen Bodenkeim dessen Umwandlung in einen parasitierenden Organismus bewirkte, der
nun Uber die Fahigkeit zum intrazellularen Uberleben verfiigte. Um jedoch einen Transfer der
speziellen Fahigkeiten von L. monocytogenes zur intrazelluléaren Beweglichkeit, wie z. B die
Actin-Polymerisation, zu ereichen, misste das gesamte Virulenzgenkluster
zusammenhangend kloniert werden. Ein Transfer dieser Virulenzgen-Kassette auf eine
verwandte apathogene Listeria Spezies konnte zudem wesentlich dazu beitragen, die
besondere Bedeutung dieses Locus, isoliert von anderen, zusétzlichen Virulenzfaktoren, zu
untersuchen.

Auch wenn, wie schon angedeutet, einzelne der Virulenzgene von L. monocytogenes bereits
kloniert werden konnten (Beattie et al., 1990; Lauer et a., 2002), so wurde dies bislang noch
nie fur das komplette Virulenzgenkluster (vgc) redisiert. Mit dem BAC-System ist in dieser
Arbeit erstmalig die Klonierung des prfA-plcA-hly-mpl-actA-plcB-Klusters inklusive dessen
weitlaufig flankierender Bereich auf einem zusammenhéngenden chromosomalen DNA-
Fragment in pUvBBAC gelungen. Im Rahmen funktioneller Genomanalysen dieses speziellen
Genabschnitts von L. monocytogenes EGD-e war es ein wesentliches Ziel der vorliegenden
Arbeit, durch Komplementation und Expression dieser Region in einem apathogenen
Vertreter der Listeria Spezies, wie beispielsweise L. innocua, einen Virulenztransfer zu
erreichen.

Der neu konstruierte Vektor pUvBBAC diente zur Erstellung einer weiteren Genbank von L.
monocytogenes EGD-e, die anschlief3end in dem E. coli Laborstamm DH10b exprimiert
wurde. Nach Analyse der gewonnenen rekombinanten Konstrukte konnten Fragmente von bis
zu 120 kb GroRRe determiniert werden. Unter zu Hilfenahme einer speziellen, unter 3.2.3.3
beschriebenen, PCR-screening Methode wurden die rekombinanten Konstrukte der BACIII-
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Bank auf das Vorhandensein des Virulenzgenklusters (vgc) Uberpriift, wobei das Listeriolysin
O (hly) as Markergen diente. Hierbel konnten zwel hly-positive Rekombinanten (vgcl und
vgc2) identifiziert werden, fur die in anschlielenden Untersuchungen die vollsténdige
Klonierung des vgc bewiesen werden konnte (Kap. 3.2.3.4). Ein sich daran anschlief3ender
PFGE—Lauf zur Grolenbestimmung der Insertionen beider Klone zeigte ein 96,6 kb grof3es
vgcl- und ein vgc2-Konstrukt von 84,5 kb Grofde. Nach Isolierung und Aufreinigung dieser
beiden Konstrukte wurden sie mittels Elektroporation in einen apathogenen und Plasmid-
frelen L. innocua Serotyp 6a Stamm transferiert. Damit wurde erstmalig die Untersuchung der
Funktion des Virulenzgenklusters auf die Auspragung der Virulenz, isoliert von allen weiteren
Co-Virulenzfaktoren (wie zum Beispiel den Internalinen) moglich. Hintergrund dieses
K omplementationsexperiments war die Annahme, dass die Expression der Virulenzgene von
L. monocytogenes EGD-e in L. innocua zu einem Transfer spezifischer virulenter
Eigenschaften fiihren werde. Dies konnte mit den Daten der hier vorgestellten Arbeit bestatigt
werden, wobei sie sich auf die entsprechenden in vitro Experimente beschranken und somit
den Ausblick auf weiterfiihrende in vivo Untersuchungen eréffnen.

Die beiden komplementierten L. innocua Stamme Listeria innocua(pUvBBAC+vgcl) und
Listeria innocua(pUvBBAC+vgc2) zeigten auf Waschblut-Agarplatten eine deutliche, im
Vergleich zum L. monocytogenes EGD-e Wildtyp sogar starkere, hamolytische Aktivitét
(Kap. 3.2.4.3). Der reine L. innocua Wildtyp sowie der nur mit puvBBAC komplementierte
L. innocua Wildyp zeigten im Gegensatz dazu erwartungsgemal® keine Hamolyse. Diese
deutlichere hdmolytische Aktivitdt der L. innocua Komplementanten im Vergleich zu EGD-e
lasst sich vermutlich auf die Tatsache zuriickfihren, dass das hly Gen, wie auch das gesamte
Konstrukt, in diesen Stammen mit 5 — 10 Kopien/Zelle vorliegt, was der durchschnittlichen
Kopienzahl des plP501 regulierten Vektors pUvBBAC entspricht. Interessant ist zudem die
Beobachtung, dass das grolere vgcl-Konstrukt (96,6 kb) scheinbar eine stéarkere
Genexpression des vgc vermittelt, was im 0.9. Experiment durch eine deutlichere Hamolyse
im Vergleich zu dem kleineren vgc2-Konstrukt (84,5 kb) erkennbar war. Die Frage nach der
Ursache fur diesen positiv regulativen Einfluld des 12 kb grof3en DNA-Fragments auf die
Expression oder Funktion der listeriellen Virulenzgene, speziell LLO, ist eventuell mit den
folgenden theoretischen Uberlegungen zu beleuchten.

Der dem 12 kb Fragment entsprechende Bereich auf dem Chromosom von L. monocytogenes
EGD-e befindet sich zwischen den Positionen 143.051 und 155.140. Ein Sequenzabgleich
dieser Region mit dem Genom von L. innocua CLIP11262 wies Uber einen Bereich von ca.
4,2 kb deutliche Homologien (90 %) auf. Dieser nahezu identische Bereich auf dem L.
innocua Genom liegt zwischen Position 148.359 und 152.609 der L. monocytogenes EGD-e
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Genomsequenz (Kap. 3.2.4.6). Genau auf diesem Abschnitt konnten mit Hilfe einer BLAST
Suche in der NCBI-Datenbank die einzigen Gen-Loci des 12 kb Fragments aufgezeigt werden,
die deutliche Homologien zu bereits bekannten Genen aufweisen. So fanden sich dort mehrere
ABC-Transporter-Bindungsproteine, von denen die meisten eine hohe Affinitat fur Zink zu
haben scheinen (Kap. 3.2.4.6, Tab. 2). Vor dem Hintergrund dieser Information lief3e sich
spekulieren, ob Zink (Zn2+) einen direkten oder indirekten positiv regulatorischen Einflul3 auf
die untersuchte hamolytische Aktivitét auslbt. Zink as Virulenz-Co-Faktor wurde bereits fir
bestimmte Bakterien postuliert (Sugarman et al., 1982), wenngleich sich der dort
beschriebenen Einflull auf eine gesteigerte Adhdrenzfahigkeit der Mikroorganismen an
bestimmte eukaryotische Zelllinien bezieht. Auch ein Einflul? der mdglicherweise gesteigerten
Menge an Zink im L. innocua-Wirt, aufgrund der zuséizlich auf dem vgcl-Konstrukt
vorhandenen codierenden Sequenzen fir die Zink-Transporter-Proteine, wéare in diesem
Zusammenhang denkbar.

Als weiterer Erklarungsansatz konnte auch ein Eingriff in die Regulation der Kopienanzahl
des Vektors herangezogen werden. Moglicherweise sorgt ein bestimmtes Protein dafUr, dass
das vgcl-Konstrukt in einer hdheren Anzahl an Kopien/Zelle im Wirtsorganismus vorliegt als
das vgc2-Konstrukt. Da im Falle des plP501-basierten pUvBBAC bekannt ist, dass die
Kopienanzahl des Plasmids unter anderem auch durch Repressorproteine reguliert wird (del
Solar & Espinosa, 2000), wére ein solcher Mechanismus zumindest denkbar. Da die
verschiedenen schon bekannten, aber zum Teil auch noch unbekannten, Mechanismen dieser
Kontrolle der Plasmid Kopienanzahl eng ineinander greifen, muss an dieser Stelle offen
bleiben, ob und, wenn ja, in welcher Form ein oder mehrere der auf dem 12 kb grofen DNA-
Fragment codierten Genprodukte einen Einflufd auf diese Regulation haben.

Dartber hinaus ist auch eine Beeinflussung der Genexpression einzelner oder mehrerer
Virulenzgene durch eventuell as enhancer fungierende Proteine denkbar. Auch konnte ein
spezifisches Genprodukt des 12 kb Fragments post-translational mit LLO interferrieren und
dessen Wirkung dadurch steigern. Um diesen Fragen weiter nachzugehen, wére es interessant,
die Folgen einer Mutation bzw. einer kompletten Deletion des entsprechenden 12 kb
Fragments im Chromosom des L. monocytogenes-Wildtyps EGD-e zu evaluieren.
Moglicherweise ergeben sich aus solchen Experimenten neue Aufschllisse tber bislang noch
unbekannte Co-Faktoren, welche die Funktion der listeriellen Virulenzgene mitbeei nflussen.

Wenn man davon ausgeht, dass der Vektor, entsprechend der Regulierung durch das plP501
low copy replicon, mit einer maximalen Kopienzahl von 10 Kopien/Zelle vorliegt, bedeutet
dies eine erhebliche Belastung fur den Wirtsorganismus (L. innocua). So misste der
Wirtsstamm nach Komplementation mit dem vgcl-Konstrukt (96.6 kb + 11,8 kb pUvBBAC;
zehnfach vorliegend: 1,084 Mb) mehr als ein Drittel seiner eigenen Genomgrofée (ca. 3,01 Mb
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fur L. innocua) zusétzlich replizieren. Fir das vgc2-Konstrukt liegt der Wert bei einem
zehnfachen Vorliegen des Plasmids mit 0,963 Mb etwas niedriger. Diese Uberlegung
bestétigte sich anhand vergleichender Wachstumsstudien. Im Vergleich zu den lediglich mit
pUVBBAC transformierten Wildtyp Stdmmen von L. monocytogenes EGD-e und L. innocua,
zeigten die beiden Komplementanten L. innocua(pUvBBAC+vgcl) und L.
innocua(pUvBBAC+vgc2) ein deutlich verlangsamtes Wachstum (Kap. 3.2.4.5). So blieben
schon die Ubernachtkulturen der beiden vge-Stamme in diesem Experiment mit einer ODgoo
von 1,8 bzw. 1,9 deutlich hinter den Kontrollstdmmen zurlick (ODeyp vOn 2,6 im
Durchschnitt). Die im Verlauf der Messungen verzogert einsetzende und langsamere Log-
Phase sowie das niedriger ausfallende erreichte Plateau dieser vge-Komplementanten lieferte
somit das praktische Korrelat fur die theoretisch-rechnerisch hthere Replikationsbelastung
dieser Stdmme im Vergleich zu den Wildtypstdmmen. Trotz ihres langsameren Wachstums
wiesen die vgc-Stamme jedoch keinerlei Instabilitdten, Deletionen oder gar einen Verlust des
Konstruktes Uber 100 Generationen auf. Um die in vitro Untersuchungen der beiden
Komplementanten zu vervollstdndigen, wurden im weiteren Verlauf dieser Arbeit die
exprimierten Genprodukte zweier auf dem Virulenzgenkluster lokalisierter Gene im
Immunoblot direkt nachgewiesen. So konnten sowohl Listeriolysin O (LLO, 58 KD) als auch
ActA (90 KD) im KulturUberstand sowie in den Zellwandextrakten detektiert werden, wobei
die LLO-Banden im Kulturiiberstand erwartungsgemal3 deutlicher zu sehen waren als in den
Zellwandextrakten (Kap. 3.2.4.4). Entsprechend war ActA as wandstandiges Protein
deutlicher im Immunoblot der Zellwandextrakte zu sehen.

4.7 Funktionelle Genomik und das pUvBBAC-Model — Vor- und Nachteile dieses
Systemsund Vergleich mit anderen Ansatzen

Das Gesamthild wére unvollstandig, ginge man nicht auch auf die nattrlichen Grenzen des
vorgestellten BAC-Systems ein. Der Shuttle-Vektor pUvBBAC hat als Plasmidvektor generell
den Nachteil, dass jeder mit seiner Hilfe zur Komplementation eingesetzte Genabschnitt
zwangslaufig extrachromosomal organisiert ist. Damit weicht die Situation im
Empfangerstamm von der urspriinglich im Geberstamm vorliegenden Konstellation ab, dadie
meisten experimentell eingesetzten Gen-Loci dort auf dem Chromosom lokalisiert sind.
Darlber hinaus liegt pUvBBAC, wie oben ausfuhrlich beschrieben, mit 5-10 Kopien pro Zelle
innerhalb Gram positiver Wirtstdmme vor, wahrend dieser F-Plasmid-basierte BAC-Vektor in
E. coli lediglich eine einzige Kopie pro Zelle aufweist. Diese unphysiologisch hohe
Kopienzahl der grofRen rekombinanten BAC-Konstrukte manifestiert sich nicht nur in
reduzierten Wachstumseigenschaften der Gram positiven Wirte (3.2.4.5); sie muss auch bel
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der Auswertung der entsprechenden Komplementaionsexperimente berlicksichtigt werden.
Ein direkter Vergleich zu den Bedingungen der Genexpression im Geberstamm wird dadurch
zumindest komlpexer, wenn nicht auch schwieriger. Diese Problematik wird z. B. an der unter
Kap. 3.2.4.3 beschriebenen deutlicheren hamolytischen Aktivitét der vgc-Rekombinanten L.
innocua(pUvBBAC+vgcl) und L. innocua(pUvBBA C+vgc2) deutlich, die sich unter anderem
auch auf eine gesteigerte Expression von hly aufgrund der héheren Kopienzahl in den
rekombinanten Stdmmen zurtickfuhren lassen kénnte. Eine chromosomale Komplementation
konnte ein vielversprechender Ansatz sein, um diese Schwierigkeit anzugehen.

Ein System, das diesen Ansatz einer chromosomalen Intergration ndher verfolgt, stellen die
Arbeiten von Lauer et a. (2002) dar. Bei dem von diesen Untersuchern konstruierten
Vektorsystem handelt sich um zwei Shuttle-Vektoren (pPL1 und pPL2) mit zwel
verschiedenen chromosomalen Bakteriophagen-Integrationstellen innerhalb des Genoms von
Listeria monocytogenes. Wahrend pPL 1 sich der Integrase des Listeriophagen U153 und einer
attachment site innerhalb des comK Gens zur chromosomalen Insertion in das Genom von L.
monocytogenes bedient, stiitzt sich der Vektor pPL2 auf eine entsprechende attachment site
des Listeriophagen PSA (Phage von ScottA), um an dieser Stelle in das Chromosom zu
integrieren. Beide Vektoren replizieren, dhnlich wie pUvBBAC, in E. coli und kodnnen
anschliefend auf den Listeria Stamm Uibertragen werden. Allerdings war diese Ubertragung,
im Gegensatz zu den Erfahrungen in der vorliegenden Arbeit und entsprechenden
Literaturangaben (Park & Steward, 1990), nicht durch rasche Elektroporation sondern nur
durch das aufwendigere Verfahren der Konjugation mdglich. Dieses System von spezifisch im
listeriellen Chromosom integrierenden Vektoren hat per se den Vorteil, ein chromosomal-
basierter Komplementationsansatz zu sein. Die entsprechenden so transferierten Gen-Loci
werden also physiologisch exprimiert und repliziert; die Situationen in Geber- und
Empfangerstamm sind somit &hnlicher. Auch bel einem eventuellen Einsatz der
Komplementanten in einer selektionsfreien Umgebung, werden chromosomal intergrierte
Gene vermutlich langer persistieren, wahrend das Risiko fir den Verlust eines Plasmidvektors
grofier wére.

Dennoch weist das pPL1- bzw. pPL2-System im Vergleich zu dem in dieser Arbeit
beschriebenen BAC-System andere entscheidende Nachtelle auf. So setzt schon alen die
Tatsache, dass ein potentieller Empfangerstamm Uber eine comK- bzw. PSA- attachment site
verfigen muss, diesem Ansatz erste Grenzen. Die Experimente von Lauer et a. beschrénkten
sich nur auf Vertreter der Listeria monocytogenes Serotypen 1/2 und 4, wenngleich darauf
hingewiesen wurde, dass eine Intergration in das Genom des sequenzierten Stammes Listeria
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innocua CLIP11262 vor dem Hintergrund seiner bekannten Genomsequenz mdglich sein
sollte. Dartber hinaus ist das gesamte experimentelle Vorgehen sehr aufwendig, da das
Genom des Wirtstammes, nach Detektion der spezifischen chromosomalen Integrationsstelle
zuné&chst von dem entsprechenden Phagen befreit werden muss, bevor eine stabile Integration
der pPL-Vektoren erfolgen kann. Der Shuttle-Vektor pUvBBAC hingegen ist nicht nur vollig
unabhangig von chromosomalen Determinanten des Wirtsstammes; er ist zudem direkt und
ohne weitere Vorexperimente mittels Elektroporation auf eine Fulle von Gram positiven
Wirten transferierbar.

Einen weiteren entscheidenden Punkt stellt die Tatsache dar, dass pPL1 und pPL2 lediglich
zur Klonierung und zum anschlieffenden Transfer einzelner Virulenzgene, speziell hly und
actA, eingesetzt wurden. Dabei handelt es sich also um sehr kleine DNA-Fragmente (2,9 kb
und 2,22 kb), bel denen man nicht von einer Komplementation im Sinne der funktionellen
Genomik sprechen kann, wie dies fur das BAC-System gilt. Wahrend diese Tatsache fir
Untersuchungen der Genexpression von LLO weniger problematisch erscheint, weist sie fir
die Analysen von ActA grofRere Schwierigkeiten auf, da die ActA-Expression Uber zwel
verschiedenen Promotoren gesteuert wird, von denen der eine direkt vor dem actA ORF liegt,
wahrend der zweite etwas weiter upstream von actA vor dem mpl Gen-Locus liegt (Vazquez-
Boland et al., 1992). Dieser Bereich ist jedoch bei der isolierten Klonierung des actA Locus
nicht vorhanden, und somit fallt die Expression von ActA in den Rekombinanten geringer aus
as dies fur den Wildtyp beschrieben ist. Da Experimente anderer Arbeitsgruppen zudem
zeigen konnten, dass fur die actA-vermittelte intrazellulare Motilitdt ein bestimmter
Schwellenwert von an der Zelloberflache vorhandenen ActA Proteinen notwendig ist (Smith
et a. 1996), wurden die Grenzen des pPL Systems in den entsprechenden
Zellkulturversuchen deutlich (Lauer et al., 2002). Der puvBBAC Ansatz wird demgegentiber
nicht mit dieser Problematik konfroniert, da dieses System, wie ausfuhrlich dargelegt, den
Einsatz sehr grofRer DNA-Fragmente (£ 300 kb) zur Komplementation erméglicht, womit
deren funktionelle Einheit, entprechend der Situation im Geberstamm, weitgehend erhalten
bleibt.
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Das pPL-Modell wurde von Dancz et a. (2002) noch um enen zusétzlichen,
vielversprechenden Ansatz erweitert, indem man ein induzierbares System auf der Grundlage
des E. coli lac Repressor/Operator Systems konstruierte. Die entsprechenden klonierten
Virulenzgene (z.B. LLO) werden hierbel einer genau induzierbaren Kontrolle mittels des
Induktors IPTG (Isopropyl-b-D-thiogalaktopyranosid) unterstellt. Dies ermdglicht
gewissermal3en dynamische Untersuchungen der Bedeutung von LLO und anderen listeriellen
Virulenzgenen im zeitlichen Verlauf des Infektionsgeschehens und gibt wesentliche
Aufschlisse Uber die Expression dieser Gene wéhrend der einzelnen Phasen des
intrazelluléren Lebenszyklus von L. monocytogenes.

Dennoch, auch dieses Modell bleibt momentan als pPL1- bzw. pPL 2-Vektor-basierter Ansatz
auf den Einsatz in einigen wenigen Listeria Stdmmen begrenzt. Eine Kombination dieses
induzierbaren Systems mit den Eigenschaften des hier vorgestellten pUvBBAC-Ansatzes
konnte vielversprechend sein. Eine kontrollierte Expression der listeriellen Virulenzgene und
eine demzufolge gezielt zu dosierende Virulenz wére ein wertvolles Instrument zur Ergénzug
der in der vorliegenden Arbeit diskutierten Komplementationsexperimente in L. innocua,
sowie im Zusammenhang neu zu erwadgender V akzinierungsstrategien. Auch das Problem der
in hoherer Kopienzahl pro Zelle vorliegenden Gene auf dem BAC-Konstrukt und deren daraus
resulierender Uberexpression konnte durch eine solche IPTG-Kontrolle eventuell
ausgeglichen werden. Andererseits lief3e sich das von Dancz et a. entwickelte Modell durch
Kombination mit dem BAC-System auf ein viel grofderes Spektrum an potentiellen Wirten
erweitern und somit den Blick Uber die Grenzen der Listeria spp. hinaus ausdehnen.

Zusammenfassend haben die in dieser Arbeit durchgeflhrten Experimente zur ersten
erfolgreichen Klonierung der kompletten LIPI-1 (Listeria Pathogenitétsinsel 1) und deren
Expression in einem apathogenen Wirt gefiihrt. Das vgc stellt somit einen austauschbaren
Genabschnitt zum Virulenztransfer zwischen pathogenen und apathogenen Listeriae dar.
Weiterfuhrende in vivo Untersuchungen der hier beschriebenen rekombinanten Stdmme, L.
innocua(pUvBBAC+vgcl) und L. innocua(pUvBBAC+vgc2) missen nun zeigen, in wie weit
sich entsprechende spezifische Eigenschaften der pathogenen Spezies L. monocytogenes, wie
zum Beispiel Evasion aus dem Phagolysosom, intrazellul&res Wachstum und Motilitdt oder
auch die Ausbreitung von Zelle zu Zelle (Chakraborty & Wehland, 1997) auch auf diese
Stamme haben Ubertragen lassen. Schliefdich kdnnte eine weitere Manipulation bzw. eine
gezielte Aufristung dieser vgc-Stdmme mit virulenten Eigenschaften auch im Rahmen der
Impfstoffentwicklung eine interessante Rolle spielen. Wahrend in der Vergangenheit meist ein
reduktorischer Ansatz im Sinne einer Deletion von Wildtypstdmmen (sogenannte attenuierte
Erreger) zur Entwicklung von Lebend-Impfstoffen gewahlt wurde, bietet die hier vorgestellte
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Strategie die Moglichkeit eines rekonstruktiven Ansatzes. Dieser stiitzt sich, im Gegensatz zu
der ehemaligen Deletion, nun auf eine Reorganisation von Virulenzsystemen. Ein
Virulenztransfer von einem pathogenen Stamm auf einen apathogenen Stamm fihrt bel
diesem Ansatz zur Entwicklung eines Erregers, der gezielt nur bestimmte virulente
Eigenschaften des Keimes enthdlt, gegen den eine Immunabwehr im Wirtsorganismis
bezweckt werden soll. Mit vergleichbaren Absichten wurde bereits in vorausgegangenen
Arbeiten ein Transfer von LLO auf verschiedene bakteriellen Vektoren vorgenommen (Beattie
et a., 1990; Bouwer et a., 1992; Sirard et al., 1997). Auch wenn LLO fir den Aufbau einer
spezifischen T-Zell-Immunitét von entscheidender Bedeutung ist (Mengaud et al., 1989),
haben auch andere Listeria-spezifische Epitope einen vergleichbarer Effekt (Bouwer et al.,
1994). Durch die Moéglichkeit der gleichzeitigen Expression solcher listerieller Virulenzgene
in einem entsprechenden Wirtsorganismus, z. B. L. innocua, lief3e sich dieser beschriebene
Weg und dessen Bedeutung fur die Entwicklung neuer Impfstoffe ergdnzen und damit
deutlich aufwerten. Die Verwendung des BAC-Systems hat sich als sogenannte BAC-VAC
(Suter et a., 1999) im Rahmen &hnlich strukturierter Versuchsmodelle bereits as eine
effektive Methode erwiesen. Die dafir notwendige gezielte und spezifische Stimulation der
Immunantwort im eukaryoten Wirt stellt ein vielversprechendes Untersuchungsfeld, z. B.
unter Verwendung des Mausmodells, dar.
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Das fakultativ intrazelluldre Bakterium L. monocytogenes stellt v.a. fir immunsupprimierte
Personen und Feten einen gefahrlichen Erreger dar. Die Listeriose ist besonders aufgrund ihrer
relativ unspezifische Klinik sowie der Fahigkeit des Keimes, sich anspruchslos in
Lebensmitteln zu vermehren, ene ernstzunehmende Erkrankung mit zahlreichen
Manifestationsformen. Dartber hinaus kann der Erreger verschiedene Gewebe bzw.
Gewebsschranken innerhalb des Korpers Uberwinden. So stellen zum Beispiel weder die Blut-
Hirn-Schranke noch die Plazentaschranke eine untberwindbare Barriere fir Listeria
monocytogenes dar, was die verschiedenen Krankheitsbilder einer Infektion mit diesem
Bakterium erklart.

Listeria monocytogenes hat sich als ein hilfreicher Modellorganismus zur Erforschung von
Invasionsstrategien und Virulenzeigenschaften intrazellulérer Krankheitserreger erwiesen.
Erstes Ergebnis dieser Arbeit war die Bestimmung der Genomgréfie und die Erstellung einer
chromosomalen Karte von L. monocytogenes EGD-e Serotyp 1/2a. Alle bislang bekannten
Virulenzgene konnten dartiber hinaus exakt auf dem 3000 kb grofien Genom kartiert werden.
Ein Vergleich dieser Karte mit bereits vorhandenen Genomkarten der Listerien Stamme LO28
(Michel & Cossart, 1992) und Scott A (He & Luchansky, 1997) unterstrich die Vermutung,
dass néher verwandte Serotypen (EGD-e: Serotyp 1/2a: LO28: Serotyp 1/2c) auch in Bezug
auf ihre Genomstruktur und die Anordnung von Virulenzgenen deutliche Ubereinstimmungen
aufweisen und sich damit von anderen Serotypen (Scott A: Serotyp 4b) unterscheiden. Diese
Ergebnisse demonstrieren die Bedeutung der Genkartierung fur die vergleichende Genomik.
Durch die Kartierung mehrerer Stdmme und die Analyse ihrer individuellen Genorganisation
bzw. —anordnung lassen sich im Vergleich solcher Stdmme untereinander wertvolle Daten fir
die Epidemiologie wie auch fir das Verstandnis der Evolution gewinnen. Die hier
vorgestellten Daten leisten hierfir einen wichtigen Beitrag und eréffnen gleichzeitig weitere
Perspektiven im Hinblick auf das Feld der funktionellen Genomik.

Diein dieser Arbeit angewandte Strategie zur Erstellung einer physikalischen und genetischen
Karte stellt durch die Kombination von Pulsfeld-Gelelektrophorese (PFGE) und molekularer
Genetik eine elegante Alternative zu den bisher verwendeten Verfahren dar.

Das BAC-System (bacterial artificial chromosome) wurde im weiteren Verlauf dieser Arbeit
zur Erstellung mehrerer BAC-Genbanken von L. monocytogenes EGD-e eingesetzt und um
einen neu entwickelten shuttleeBAC-Vektor (pUvBBAC) erweitert. Eine der erstellten
Genbanken fand im Anschluss an diese Arbeit im Rahmen des europédischen L.
monocytogenes EGD-e Genomprojekts Verwendung (Glaser et a., 2001). Das BAC-System
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erlaubt es, grofe (E 300 kb) funktionelle Genabschnitte zu klonieren und die jeweiligen
Genprodukte im E. coli Wirt zu exprimieren. Der neue Vektor pUvBBAC erwelitert das
urspringliche Spektrum der BAC-Vektoren um den Gram positiven Bereich und eroffnet
somit die Moglichkeit fiur Komplementationsexperimente mit verwandten Listeria Stdmmen
oder anderen Gram positiven Erregern.

In dieser Arbeit ist es erstmals gelungen, das Virulenzgenkluster (vgc) von L. monocytogenes
EGD-e, vor dem Hintergrund der vorherigen Kartierung, auf einem grofen (<100 kb)
funktionellen DNA-Fragment mit Hilfe des Vektors pUvBBAC zu Kklonieren. Die
anschlieffende Komplementation des verwandten, apathogenen Stammes L. innocua mit den
neuen Konstrukten (pUvBBAC+vgcl: 96,6 kb; pUvBBAC+vgc2: 84,5 kb) flhrte in vitro
nachweislich zu einem Transfer virulenter Eigenschaften. So konnte unter anderem eine
deutliche hdmolytische Aktivitdt der mit den vgc-Konstrukten komplementierten L. innocua
Stamme im Vergleich zum apathogenen Wildtyp aufgezeigt werden. Die in vivo
Auswirkungen dieses Virulenztransfers missen mit Hilfe von Infektionsmodellen (Zellkultur,
Maus) weiter abgeklart werden.

Diese vorgestellten Komplementationsexperimente mit Listeria innocua konnten in dhnlicher
Weise weiter verfolgt werden. Es wére zum Beispiel interessant, individuelle Virulenzgene
oder die Virulenzgenkluster verschiedener Stamme ebenso zur Komplementation von L.
innocua einzusetzen und zu testen. Auch eine Erganzung des BAC-Modells durch weitere
Strategien, wie z. B. induzierbare Systeme (Dancz et a., 2002), wére in diesem
Zusammenhang interessant und sinnvoll. Auf diese Weise ergdbe sich eine vielversprechende
Moglichkeit, separate Gene in ihrer Wirkung besser zu verstehen. Darlber hinaus kann die
hier vorgestellte Methode der Komplementation mit Hilfe des BAC-Systems auch eine
wertvolle Grundlage fur additive Analysen im Sinne einer evolutionaren Infektionsbiologie
bilden. Durch sukzessive Komplementation mit immer weiteren Virulenzfaktoren ware
hiermit ein Ansatz gegeben, der es erlaubt, Virulenz in ihrer Entstehung zu verstehen. Eswird
zudem interessant sein, zu sehen, welche Moglichkeiten sich aus diesen Ansdtzen fir die
Entwicklung von potenten Vakzinen gegen wichtige bakterielle Krankheitserreger ergeben.

Die Bedeutung der PFGE-Kartierung im Zusammenhang mit epidemiologischen
Untersuchungen und Genomanalysen wird durch die hier vorgestellten Ergebnisse
unterstrichen. Dartiber hinaus er6éffnen sich durch die Erweiterung des BAC-Systems und den
Einsatz des neuen Vektors pUvBBAC neue Ausblicke auf dem Feld der funktionellen
Genomik.
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7.1 Abkulrzungsverzeichnis

A

Abb.
Ac
ActA/actA
AIDS
AMP
APS
BAC
BHI
BSA
bp
bzw.

C

ca.

CD
CHEF
C-Terminus
Cy

Da
ddH-0
ddNTP
DMSO
DNA
dNTP
DTT
EDTA
EHEC
EM
EPEC
E. coli
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Adenin

Abbildung

Acetat

Aktinnukleationsfaktor/-Gen

acquired immune deficiency syndrome
Ampicillin

Ammoniumpersulfat

bacterial artificial chromosome

brain heart infusion

bovine serum abumin

Basenpaar

beziehungsweise

Cytosin

circa

cluster of differentiation

clamped homogeneous electric field
Carboxy-terminales Ende eines Proteins
Carbocyaninfarbstoff

Dalton

destilliertes Wasser

beliebige 2", 3" Didesoxy-Nuleosid-5"-Triphosphate
Dimethylsulfoxid
Desoxyribonukleinsdure

beliebige 3" Desoxy-Nuleosid-5"-Triphosphate
Dithiothreitol

Ethylendiaminotetraacetat
enterohdmorrhagische E. coli
Erythromycin

enteropathogene E. coli

Escherichia coali
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G

GST
HIV

hly
IPTG
[rpA/irpA
kb

kDa

L.

LB

LLO

M
Mpl/mpl
MRNA
MQ-H20

N-Terminus

oD

ORF
PAA

PBS

PCR

PEG
PFGE

pH
PIcA/plcA
PlcB/plcB
PriA/prfA
RNA

rpm

RT

SDS

SPp.

T

Tab.

Guanin

Glutathion-S-Transferase

human immundeficiency virus

Gen fur Listeriolysin O (LLO)

| sopropyl-b-D-Thiogal actosid

Internalin related protein A/-Gen
Kilobasen

Kilodalton

Listeria

Luria Bertani

Listeriolysin O

molar

Metall oprotease/-Gen

messenger RNA

entmineralisiertes Wasser
Amino-terminales Ende eines Proteins
optische Dichte

offenes L eseraster (Open Reading Frame)
Polyacrylamid

phosphate buffered saline
Polymerasekettenreaktion
Polyethylenglykol

Pulsfeld Gelelektrophorese

negativer dekadischer Logarithmus der Wasserstoffionenkonzentration
Phosphatidylinositol -spezifische Phospholipase C/-Gen
Phosphatidylcholin-spezifische Phospholipase C /-Gen
positver Regulationsfaktor/-Gen
Ribonukleinsaure

Umdrehungen pro Minute
Raumtemperatur

Sodium Dodecylsulfat

Spezies

Thymin

Tabelle
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TBS

TCA

TEMED

Tris

U

UN

UNK

uv

v.a

WHO

Y. pestis

z.B.

Einheiten

A Amper
°C Grad Celsius
F Farad

h Stunde
kg Kilogramm
I Liter

m Meter
mol Mol

min  Minute
W Ohm
sec  Sekunde
\% Volt

W Watt
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Tris buffered saline
Trichloracetic Acid

N, N, N, N-Tetramethylendiamin
Tris-(hydroxymethyl)-aminomethan
Unit

Uber Nacht

Ubernachtkultur

ultraviolett

vor alem

World Health Organisation
Yersinia pestis

zum Beispiel
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7.2 Plasmidkarten und tabellarischer Anhang

4752

N
&

3671

DGATA

QuanTox™

5320 bp Hindlll

Clal
Sall
Accl
Xhol
Kpnl

3351

2588

Plasmidkarte von pGATA QanTox™ der Firma Quantum Biotechnologies.
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Notl
:Ndel
: .BamHI
P i, Sphi
Sall, P i Hindlll

.Notl
I,:',,Sall

Apal. EcoRl

pBeloBAC11

7507 bps

Pstl ) Xbal

Mun 1 P
: EcoRV
EcoRV

Plasmidkarte des BAC Vektors pBeloBAC 11 (Shizuya et al., 1992).
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Pvul
Ncol : Byl
HindllI i Munl
BamHlI Balll, i i Sacl
o Speli-y it D
Pstl \
EcoRlI
Xhol

Xmnl
“ _Hincll
;-Hpal

ori ColE1

Notl.

EcoRI_" Notl

pSOG7
5504 bps

. Xbal
T Xmnl

Accl
Hincll

Hindill~

* HindllI
b Kpnl

“Hincll
Hpal

Accl’

anI'

Plasmidkarte von pSOG7 (Otten, 2001).
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Adyronqrg 916811 DOOVOOILOLLOVIDLL 18
1605495 JI0N + 910N 6¥c *8-11ON - 7916811 14274010 8-11oN DLLOVVDVIDLOLOVDOD 38
LTPOEYT DLODILIDDOVVVOVVVY 1L
« DION + J1ION €CL +L-TON - $996TYT ereCiory L-TION DLLOJOVLVOOLLODLVVVLD JL
818816 JDLVVILIODLLOLVLOLVD 19
“ HI0N + DION 861 +9-110N - 8€€816 reciony 9-1ON JDDLVDOLLLYDOVVDLV.L 39
60Lv90T DDDIVVVDIIILVVVIVYD 15
« (ION + dIO0N 0s01 *&-[ION - £L0€90CT 82340104 S-ION DOODLVVIODLVVVILLOLV 3$
681€LYT DOVILVLLDOVILIVOLLOLD 814
« JION + VION 99¢ +P-[ION - 09LTLYT oreciory 110N DDOVLLVVIIVLLLVDOL I
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